﻿Cocoşat Orez , Distribuție eterogenă a patru proteine regulatoare în embrionul timpuriu de Drosophila În acest stadiu, embrionul este un sincitiu cu mulți nuclei localizați în citoplasma comună Detaliile nu sunt prezentate în aceste cifre, dar toate aceste proteine sunt concentrate în nuclee supuse acțiunii unui set de proteine reglatoare care este diferit de cel care afectează nucleii de la capătul posterior al embrionului Secvențele de ADN reglator care controlează gena Eve sunt adaptate pentru a citi informații despre concentrația proteinelor reglatoare în fiecare punct de-a lungul axei embrionului și interpretează aceste informații în așa fel încât gena Eve să fie exprimată sub forma a șapte benzi regulate Lățimea fiecărei benzi este inițial de cinci până la șase nuclee, iar benzile sunt situate exact de-a lungul axei anteroposterioare a embrionului ( ) Cum este acest lucru remarcabil procesarea informațiilor feat? Nu toate detaliile moleculare ale acestui proces sunt încă înțelese, dar pe baza studiilor asupra genei Eve și a altor gene Drosophila reglementate în mod similar, au fost deja formulate câteva principii de bază Orez , Șapte benzi regulate ale proteinei codificate de gena Even-saltată (Eve) într-un embrion de Drosophila în curs de dezvoltare La două ore și jumătate după fertilizare, oul a fost fixat și colorat cu anticorpi care recunosc proteina Eve (verde) și anticorpi care recunosc proteina Giant (roșu) Culoarea este galbenă în locurile în care sunt conținute ambele proteine În acest stadiu al dezvoltării embrionare, oul conține aproximativ de nuclee Atât proteinele Eve, cât și cele Giant se găsesc în nuclei, iar benzile de proteine Eve au o lățime de aproximativ patru nuclee Pe fig / arată, de asemenea, profilul de colorare al proteinei Giant (Cu amabilitatea lui Michael Levine) Partea Mecanisme genetice de bază Regiunea de reglare a genei Eve este foarte mare (aproximativ de perechi de nucleotide) și este formată dintr-o serie de module de reglare relativ simple, fiecare dintre ele conține multe secvențe de reglare și localizează o bandă specifică de expresie a genei Eve pe axa embrionului Această organizare modulară a regiunii de control a genei Eve este dezvăluită în experimente în care un anumit modul de reglare (de exemplu, cel care definește banda ) este îndepărtat din poziția sa normală la stânga genei Eve și plasat în fața reporterului gena (vezi Fig ) și apoi din nou introdusă în genomul Drosophila În studiul embrionilor în curs de dezvoltare obținuți de la muște purtătoare de acest construct genetic, s-a arătat că gena reporter este exprimată exact la locul benzii ( ) În cursul unor astfel de experimente, existența a modulul segmentului segment de modul modul segmente TATA gena Evie A) modulul segmentului gena LacZ Orez Experimente care arată organizarea modulară a regiunii de reglare a genei Eve a) Un fragment din regiunea reglatoare a genei Eve cu o dimensiune de de perechi de nucleotide a fost îndepărtat și introdus în stânga promotorului de control, care controlează sinteza enzimei p-galactozidazei (produsul genei LacZE coli) ) b) Când constructul artificial a fost reintrodus în genomul embrionilor de Drosophila, embrionii au exprimat p-galactozidaza (detectată prin colorare histochimică) exact la locul celei de-a doua dintre cele șapte benzi regulate ale genei Eve (c), ( b și c prin amabilitatea lui Stephen Small și Michael Levine ) Cum funcționează comutatoarele genetice alte module de reglare, fiecare dintre acestea determinând fie oricare dintre celelalte șase benzi, fie o altă parte a modelului de expresie a genei Eve, care se manifestă în mod normal în etapele ulterioare de dezvoltare (vezi Fig ) Gena Drosophila Eve este reglată prin mecanisme combinatorii de control Un studiu detaliat al modulului de reglementare al benzii a oferit o perspectivă asupra modului în care informațiile de poziție sunt citite și interpretate Conține secvențe recunoscute de două proteine reglatoare (Bicoid și Hunchback) care activează transcripția Eve și două proteine (Kyrpei și Giant) care o reprimă ( ) (Proteine reglatoare zofilele au adesea nume colorate care reflectă fenotipul rezultat din inactivarea unei gene care codifică proteine din cauza unei mutații ) Concentrațiile relative ale acestor patru proteine determină dacă complexele proteice formate în banda vor activa transcripția genei Eve Figura prezintă distribuția a patru proteine reglatoare de-a lungul regiunii embrionului de Drosophila unde se formează banda Se crede că oricare dintre cele două proteine represoare, dacă se leagă de ADN, va opri modulul benzii , în timp ce pentru maximul său activare, ambele proteine trebuie să se lege: Bicoid și Hunchback Astfel, această unitate de reglare simplă combină patru semnale poziționale în așa fel încât pornește modulul benzii și, prin urmare, expresia genei modul segment : perechi de baze Kyrrei și locul său de legare Bicoid și locul de legare Situl uriaș și de legare Cocoşatul şi locul său de legare Orez , Structura detaliată a modulului de reglare responsabil pentru exprimarea genei Eve în banda Segmentul de regiune de control al genei Eve, identificat așa cum se arată în figura anterioară, conține secvențe de reglare, fiecare dintre ele leagă una sau alta dintre cele patru reglatoare proteine Din experimentele genetice a devenit cunoscut faptul că aceste patru proteine reglatoare sunt responsabile pentru exprimarea corectă a genei Eve în banda De exemplu, muștele de fructe cu deficit de doi activatori, Bicoid și Hunchback, nu pot exprima eficient Eve în banda doi represori ai gena, Giant și Krpyrei, banda se extinde și ocupă o zonă anormal de largă a embrionului Siturile de legare ADN pentru aceste proteine de reglare au fost identificate după cum urmează: genele care codifică aceste proteine au fost donate și supraexprimate în celulele E coli, apoi proteinele au fost purificate și amprenta ADN-ului (vezi Fig ) Diagrama de sus arată că, în unele cazuri, situsurile de legare ale proteinelor reglatoare se suprapun și proteinele pot concura pentru legarea de ADN De exemplu, se crede că legarea lui Khyppei și legarea lui Bicoid la locul cel mai din dreapta sunt procese care se exclud reciproc Partea Mecanisme genetice de bază Aici se formează segmentul al genei Eve al § ko e o Gigant Cocoșat+ KgyrreI f th Bicoid & O / în față poziție de-a lungul embrionului fundătură Orez , Distribuția proteinelor reglatoare responsabile de expresia genei Eve în bandă Distribuția acestor proteine este demonstrată în mod clar utilizând metodologia colorării embrionului de Drosophila în curs de dezvoltare cu anticorpi direcționați împotriva fiecăreia dintre cele patru proteine (vezi figurile și ) Exprimarea genei Eve pe banda are loc numai în poziția în care doi activatori (Bicoid și Hunchback) sunt prezenți și doi represori (KruppeI și Giant) sunt absenți De exemplu, la muștele cu deficit de KrppeI, banda se extinde posterior În mod similar, se extinde înapoi dacă regiunile ADN de care se leagă proteina KrppeI în modulul de bandă (vezi Fig ) sunt inactivate de mutație Gena Eve în sine codifică o proteină reglatoare care, după ce se stabilește un profil de expresie de șapte benzi regulate, reglează expresia altor gene Drosophila Pe măsură ce embrionul se dezvoltă, acesta se subdivizează în consecință în segmente mai subțiri și mai subțiri, care în cele din urmă dau naștere la diferite părți a adultului, așa cum este descris în capitolul Acest exemplu de embrion de Drosophila este neobișnuit prin faptul că nucleii sunt expuși direct la semnale poziționale sub formă de concentrații de proteine reglatoare În embrionii majorității celorlalte organisme, nucleele individuale locuiesc în celule separate, iar informațiile de poziție extracelulare trebuie fie să treacă prin membrana plasmatică, fie, mai frecvent, să creeze semnale în citosol pentru a afecta genomul Eve, doar în acele nuclee care sunt situate în locurile în care se observă niveluri ridicate de proteine Bicoid și Hunchback, în timp ce KruppeI și Giant sunt absente Această combinație de activatori și represori apare doar într-o zonă a embrionului timpuriu, în toate celelalte locuri, prin urmare, modulul de bandă este inactiv Am discutat deja două mecanisme de control combinatoriu al expresiei genelor: heterodimerizarea proteinelor reglatoare în soluție (vezi Fig ) și asamblarea combinațiilor de proteine regulatoare în complexe mici pe ADN (vezi Fig ) Este probabil ca ambele mecanisme să fie implicate în reglarea complexă a expresiei genei Eve Mai mult decât atât, reglarea benzii tocmai descrisă este un exemplu de al treilea tip de control combinatoriu Deoarece secvențele regulatoare individuale din modulul de bandă al genei Eve sunt întinse de-a lungul ADN-ului, multe seturi de proteine reglatoare se pot lega simultan la diferite locații și acționează asupra promotorului genei Promotorul combină semnalele transcripționale trimise de toate proteinele asociate (> Fig J) Cum funcționează comutatoarele genetice proteina inhibitoare (actiune puternica) complex activator de factori (acţiune puternică) complex neutru distanțier > DNA-I complex de proteine (acțiune slabă) PROBABILITATEA INIȚIERII TRANSCRIPERII TATA Orez , Combinarea mai multor semnale de intrare pe un promotor Pentru a influența inițierea transcripției la promotor, mai multe seturi de proteine reglatoare pot lucra împreună, așa cum fac în modulul de bandă a genei Eve prezentat în Fig , Rămâne neclar cum se realizează integrarea semnalelor multiple de intrare în celulă, dar cel mai probabil activitatea transcripțională finală a unei gene este rezultatul competiției dintre activatori și represori, care acționează conform mecanismelor rezumate în figurile și Reglarea expresiei genei Eve este un exemplu izbitor de control combinatoriu Șapte combinații de proteine reglatoare (o combinație pentru fiecare bandă) activează expresia genei Eve, iar multe alte combinații (toate care s-au găsit în regiunile dintre benzi) nu au permis elementelor benzilor să apară Se presupune că alte module de reglare ale benzilor sunt construite în mod similar cu cele descrise pentru banda și sunt adaptate pentru citirea informațiilor de poziție provenite din alte combinații de proteine de reglare Întreaga regiune de control a genei Eve, care se întinde pe de perechi de nucleotide de ADN, leagă peste de proteine reglatoare diferite O regiune de control mare și complexă este astfel construită dintr-o serie de module mici, fiecare constând dintr-o compoziție unică de secvențe scurte de ADN recunoscute de proteine de reglare specifice Probabil ° din capacitatea de codificare a genomului mamiferelor este dedicată sintezei proteinelor care servesc ca regulatori ai transcripției genelor Acest număr mare de gene reflectă rețeaua extrem de complexă de dispozitive de control care guvernează expresia genelor la mamifere Fiecare genă este reglată de un set de proteine reglatoare, fiecare dintre aceste proteine este produsul unei gene, care, la rândul său, este reglată de un întreg set de alte proteine și așa mai departe În plus, moleculele proteice reglatoare în sine sunt expuse la semnale externe care le pot activa sau inactiva în multe moduri diferite ( ) Astfel, profilul expresiei genelor într-o celulă poate fi privit ca rezultat al calculelor moleculare complexe pe care le efectuează rețeaua intracelulară de control al genelor ca răspuns la informațiile primite Partea Mecanisme genetice de bază SINTEZA PROTEINEI LEGAREA LIGANDULUI MODIFICARE COVALENTĂ ADĂUGAREA A DOUA SUBUNITATE A) DEMASCAREA subunitatea de legare a ADN-ului subunitatea de activare c) d) STIMULAREA TRANSFERULUI ÎN NUCLEU ELIBERARE DIN MEMBRANĂ proteina inhibitoare miez Orez , Câteva moduri de reglare a activității proteinelor reglatoare în celulele eucariote a) Proteina este sintetizată numai atunci când este necesar și se descompune rapid în timpul proteolizei - astfel încât să nu se producă acumularea ei, b) Activare prin legarea la un ligand, c) Activare prin modificare covalentă Fosforilarea este prezentată aici, dar multe alte modificări sunt posibile (vezi Tabelul , pagina ) d) Formarea unui complex între o proteină de legare la ADN și o altă proteină care poartă un domeniu de activare a transcripției, e) Demascarea domeniului de activare la fosforilarea unei proteine inhibitoare, f) Stimularea transportului în nucleu la îndepărtarea unei proteine inhibitoare care altfel nu ar da naștere la intrarea în nucleu a unei proteine de reglare, g) Eliberarea proteinei de reglare din stratul dublu al membranei prin proteoliză controlată din mediul celular Vom discuta aceste probleme mai târziu în capitolele și , care se ocupă de semnalizarea celulelor și dezvoltarea organismului, dar complexitatea problemei este deja vizibilă chiar și la nivelul unui singur comutator genetic care reglează activitatea unei singure gene De exemplu, este destul de comun să se găsească o genă de mamifer cu o regiune de control de de perechi de baze în care multe module (fiecare modul conține un număr de secvențe reglatoare care se leagă de proteinele de reglare) sunt intercalate cu porțiuni lungi de alt ADN necodant Unul dintre cele mai bine studiate exemple de regiune complexă de reglare a mamiferelor se găsește la om în gena p-globinei, care este exprimată exclusiv în eritrocite Expresia acestei gene este controlată de un complex Cum funcționează de comutatoare genetice un set de proteine reglatoare, dintre care unele acționează ca activatori, altele ca represori ( ) Concentrațiile (sau activitățile) multora dintre acestea proteinele reglatoare se schimbă în timpul dezvoltării organismului și numai o combinație specială a tuturor proteinelor declanșează transcripția genelor Gena p-globinei umane face parte din grupul de gene globinei ( , a \ care sunt transcrise Se găsesc exclusiv în celulele seriei eritroide, adică în celulele liniei de diferențiere a eritrocitelor, dar în diferite stadii de dezvoltare a unui mamifer (vezi Fig , b) Gena E-globină este exprimată în stadiile incipiente ale dezvoltării embrionare, gena y-globină este exprimată în perioada embrionară târzie și la făt, iar gena și p este exprimată în principal în organismul adult Produsele genetice diferă ușor în proprietățile lor de legare a oxigenului corespunzătoare diferitelor condiții de oxigenare la embrion, făt și organismul adult Fiecare dintre genele globinei are propriul set de proteine de reglementare necesare pentru a activa această genă la momentul potrivit Genele globinei sunt considerate neobișnuite deoarece, la momentul și locul potrivit, sunt transcrise într-un ritm extrem de ridicat Într-adevăr, celulele roșii din sânge sunt mai mult decât pungi de hemoglobină sintetizate de celulele progenitoare Pentru a atinge un nivel atât de ridicat de transcripție, genele globinei, pe lângă faptul că au propriile lor secvențe de reglare individuale, împărtășesc și o regiune de control numită regiune de control al locusului (LCR; regiune de control al locusului), care este situată departe în stânga grupul de gene și este necesar pentru exprimarea corectă a fiecăruia dintre ele (vezi Fig , a) NF GATA CP GATA - eu exoni -regiuni de control al expresiei genelor - începutul site-ului de poliadenilare a transcripției + -treizeci + Orez , Model de control al genei P-globinei umane Diagrama prezintă unele dintre proteinele reglatoare care controlează expresia genelor în timpul dezvoltării eritrocitelor (vezi Figura ) Unele dintre proteinele de reglare prezentate, cum ar fi CP , se găsesc în multe tipuri de celule, în timp ce altele, cum ar fi GATA , sunt prezente doar în câteva tipuri de celule, inclusiv eritrocite, așa că se crede că contribuie la expresia specifică tipului de celule a P -gena globinei Săgețile duble indică faptul că mai multe situsuri de legare GATA se suprapun pe situsurile de legare ale altor proteine de reglementare și se presupune că atașarea la aceste situsuri GATA exclude posibilitatea ca alte proteine să se lege de ele După legarea de ADN, proteinele reglatoare atrag complexele de rearanjare a cromatinei, enzimele modificatoare de histonă, factorii generali de transcripție, un mediator și ARN polimeraza la promotor (Adaptat după B Emerson, în Gene Expression: General and Cell-Type Specific [M Karin, ed ], pp - Boston: Birkhauser, ) Partea Mecanisme genetice de bază de perechi de baze regiune de control al locusului (LCR) cluster de gene globinei gena p-globinei X Ș | Vârsta NAȘTERI în săptămâni Orez , Un grup de gene globine umane asemănătoare P, a) Este reprezentată o regiune mare a cromozomului, care acoperă de perechi de nucleotide Conține cinci gene de globină și o regiune de control al locului (LCR) b) Modificări în expresia genelor globinei asemănătoare p în diferite stadii ale dezvoltării umane Fiecare dintre lanțurile globinei codificate de aceste gene este conectată la lanțul a-globinei pentru a forma hemoglobină în eritrocite (o - conform F Grosveld, G B van Assendelft, DR Greaves și G Kollias, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) £ G A YY R Semnificația LCR poate fi evaluată la pacienții cu o anumită formă de talasemie, o formă ereditară severă de anemie Acești pacienți au o deleție la locusul p-globinei care elimină tot sau o parte din LCR Gena p-globinei în sine și regiunea sa de reglare adiacentă rămân intacte, dar gena este inactivă din punct de vedere transcripțional, chiar și în celulele eritroide Detaliile despre modul în care funcțiile LCR nu au fost elucidate, dar se știe că proteinele reglatoare care se leagă de LCR interacționează prin bucla ADN cu proteinele asociate cu regiunile de control ale genelor globinei pe care le reglează În mod similar, proteinele legate de LCR ajută la recrutarea complexelor de rearanjare a cromatinei, a enzimelor de modificare a histonelor și a componentelor mecanismului transcripțional care acționează în acord cu regiunile de reglare specifice ale fiecărei gene globinei individuale În plus, LCR include o secvență de barieră (vezi Figura ) care împiedică răspândirea heterocromatinei vecine la locusul p-globinei, așa cum este descris în Capitolul Această caracteristică dublă distinge LCR de globină de multe alte secvențe reglatoare din genomul uman ; dar genele globinei nu sunt singurele gene care conțin LCR, deoarece alte gene specifice celulelor puternic transcrise au și regiuni de control al locusului Mai degrabă, LCR-urile nu ar trebui privite ca elemente ADN unice cu proprietăți specializate, ci ca combinații extrem de puternice de tipuri mai fundamentale de secvențe de reglementare Cum funcționează comutatoarele genetice Toate genele au regiuni de control care dictează la ce oră, în ce condiții și în ce țesut va fi exprimată gena De asemenea, am descoperit deja că proteinele de reglare pot acționa prin porțiuni foarte lungi de ADN Apare atunci întrebarea: cum regiunile de control ale diferitelor gene nu interferează unele cu altele? Cu alte cuvinte, ce împiedică o proteină reglatoare legată de regiunea de control a unei gene să încurce transcripția genelor învecinate? Pentru a evita o astfel de influență reciprocă funcționează mai multe tipuri de elemente ADN, delimitând genomul în domenii de reglementare separate Capitolul a descris secvențele de barieră care împiedică răspândirea heterocromatinei la genele care trebuie exprimate Al doilea tip de elemente ADN, numite "izolatori", împiedică amplificatorii să scape de sub control și să activeze genele greșite ( ) Izolator, evident poate bloca comunicarea între amplificator și promotor, dar pentru aceasta trebuie să fie situat între ei Au fost identificate proteine care se leagă de izolatori, dar modul în care acestea neutralizează acțiunea intensificatorilor într-o manieră țintită este încă un mister În ciuda lipsei de informații detaliate despre mecanismele acțiunii lor, se crede că locațiile izolatorilor și secvențele de barieră din genom îl împart în domenii independente care reglează genele și au o anumită structură a cromatinei ( ) Trăsături caracteristice ale acestei organizații cationii pot fi vizualizați prin colorarea cromozomilor întregi cu proteine specializate care leagă aceste elemente ADN Deși cromozomii sunt organizați în domenii ordonate care împiedică acțiunea nediscriminată a amplificatorilor, s-a constatat că există condiții speciale în care un amplificator situat pe un cromozom activează o genă situată pe al doilea cromozom Un exemplu izbitor este reglarea receptorilor olfactivi la mamifere Receptorii olfactivi sunt proteine exprimate de neuronii senzoriali care permit gena Un element amplificator izolator Domeniul al cromatinei transcrise activ heterocromatina secvența de barieră a genei B Orez , Diagrama schematică care rezumă proprietățile izolatorilor și secvențelor de bariere Izolatoarele blochează în mod direct acțiunea potențiatorilor (stânga), secvențele de barieră împiedică răspândirea heterocromatinei (dreapta) Astfel, reglarea genei B are loc în mod corespunzător, iar izolatorul genei B nu permite transcrierea genei A sub influența amplificatorului genei B Mecanismul probabil de funcționare a secvenței de barieră este prezentat în Fig , Încă nu se știe cum izolatorii își realizează efectul O posibilă opțiune este de a servi drept "momeli" care leagă mașina de transcripție și împiedică interacțiunea cu amplificatorul autentic O altă sugestie este că izolatorii "ancorează" ADN-ul în învelișul nuclear, prevenind astfel formarea buclelor de ADN între amplificator și promotorul "nu" Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Localizarea proteinei de legare a izolatorului Drosophila pe cromozomii politenilor Pentru a demonstra modelul de distribuție pe disc, cromozomul politen (descris în capitolul ) a fost colorat cu iodură de propidiu (roșu) Discurile sunt roșu aprins, cu zone interdisc vizibile ca goluri întunecate (sus) Locurile de pe acest cromozom politen care se leagă de o proteină izolatoare specifică numită BEAF sunt colorate cu verde strălucitor de anticorpii direcționați împotriva acestei proteine (partea de jos) Proteina BEAF se găsește predominant în regiunile interdiscale, reflectând rolul său în organizarea cromozomilor în domenii structurale și funcționale Pentru comoditate, aceste două microfotografii ale aceluiași cromozom politen sunt prezentate ca imagini în oglindă (Cu amabilitatea lui Uli Laemmli, de la K Zhao și colab , Cell : - , Cu amabilitatea lui Elsevier ) mamiferele pot distinge cu precizie mii de mirosuri diferite (vezi Secțiunea ) De exemplu, oamenii au de gene de receptori olfactiv, iar acestea sunt foarte reglate, astfel încât doar una dintre ele este exprimată în fiecare neuron senzorial Genele receptorilor olfactiv sunt distribuite între mulți cromozomi diferiți, dar au un amplificator pentru toți Odată ce un amplificator activează o genă receptor prin legarea de regiunea sa de reglare, aceasta rămâne strâns legată, împiedicând astfel activarea oricăror alte gene receptor Deși ne sunt multe necunoscute în acest mecanism, indică, fără îndoială, versatilitatea extremă a strategiilor de reglare transcripțională inerente celulei eucariote Am descoperit că regiunile de control ale genelor eucariote sunt adesea distribuite de-a lungul unor lungi porțiuni de ADN, în timp ce regiunile de control ale genelor procariote sunt de obicei grupate în jurul începutului transcripției Este probabil ca ambalarea densă a comutatoarelor genetice bacteriene să fi evoluat din forme mai mari ca răspuns la presiunea de selecție evolutivă asupra bacteriilor pentru a menține o dimensiune mică a genomului Cu toate acestea, această compresie are un cost ridicat, deoarece limitează complexitatea și flexibilitatea dispozitivului de control În schimb, forma extinsă a regiunilor de control eucariote, cu module de reglare individuale separate de lungi întinderi de ADN distanțier, facilitează rearanjarea modulelor de reglare în timpul evoluției, atât pentru a crea noi circuite de reglare, cât și pentru a le schimba pe cele vechi Conform capitolelor și și a ceea ce va fi notat în capitolul , schimbările în reglarea genelor, și nu achiziția de noi gene, sunt cele care stau la baza diversității vieții de pe Pământ în majoritatea cazurilor Descoperirea istoriei modului în care au evoluat regiunile moderne de control ale genelor este o problemă interesantă pentru biologi, cu multe indicii conținute în genomul modern A Mecanisme genetice moleculare Concluzie Proteinele reglatoare activează și dezactivează transcripția genelor individuale în celule La procariote, aceste proteine se leagă de obicei la secvențe specifice de ADN situate în apropierea punctului de pornire a transcripției al ARN polimerazei și, în funcție de natura proteinei de reglare și de locația exactă a situsului său de legare în raport cu locul de inițiere, activează sau suprimă transcripția genei Cu toate acestea, flexibilitatea helixului ADN permite, de asemenea, proteinelor legate la locuri îndepărtate să influențeze ARN polimeraza la promotor prin bucla ADN-ului care le separă Reglarea genelor la eucariotele superioare este mult mai complexă, în concordanță cu dimensiunea mai mare a genomului și cu diversitatea mai mare a tipurilor de celule produse O singură genă eucariotă este de obicei controlată de multe proteine reglatoare asociate cu secvențe care pot fi la mii de perechi de baze de la promotorul care dirijează transcrierea genei Activatorii și represorii eucariotici acționează printr-o mare varietate de mecanisme care modifică în principal structura cromatinei și controlează ansamblul factorilor de transcripție comuni, mediatorului și ARN polimerazei pe promotor Momentul și locul transcripției fiecărei gene, precum și intensitatea transcripției sale în diferite condiții, sunt determinate de un set de proteine reglatoare care se leagă de regiunea reglatoare a acestei gene A Mecanisme genetice moleculare implicate în formarea unor tipuri de celule specializate Toate celulele trebuie să aibă capacitatea de a activa și dezactiva genele ca răspuns la schimbările de mediu, dar celulele unui organism multicelular au dezvoltat această abilitate până la extrem și folosind mecanisme foarte specializate pentru a forma o gamă organizată de tipuri de celule diferențiate În special, într-un organism multicelular, odată ce o celulă se angajează să se diferențieze într-un anumit tip de celulă, acea alegere este menținută de-a lungul multor generații ulterioare, ceea ce înseamnă că celula își amintește schimbările în expresia genelor asociate cu acea alegere Fenomenul memoriei celulare (tetogu celular) este o condiție necesară pentru formarea țesuturilor organice și menținerea stabilității tipurilor celulare diferențiate În schimb, alte modificări ale expresiei genelor care apar la eucariote, ca în majoritatea bacteriilor, sunt doar tranzitorii De exemplu, represorul triptofanului oprește genele pentru biosinteza triptofanului în bacterii numai în prezența triptofanului De îndată ce triptofanul este îndepărtat din mediu, genele sunt pornite din nou, iar descendenții celulei nu păstrează memoria pe care predecesorii lor au "întâmpinat" triptofanul Chiar și în bacterii, totuși, mai multe tipuri de modificări ale expresiei genelor pot fi moștenite stabil În această secțiune, vom lua în considerare nu numai mecanismele memoriei celulare, ci și modul în care dispozitivele care reglează expresia genelor pot fi combinate pentru a forma "circuite logice" prin care celulele se integrează Partea Mecanisme genetice de bază semnale, păstrează timpul, își amintesc evenimentele din trecutul lor și reglează nivelurile de expresie ale întregilor cromozomi Să începem prin a ne uita la unele dintre cele mai bine înțelese mecanisme genetice de diferențiere care funcționează în celulele bacteriene și de drojdie Rearanjamentele secvenței ADN mediază schimbarea de fază în bacterii După cum sa menționat mai sus, diferențierea celulelor eucariote superioare are loc de obicei fără modificări vizibile în secvența ADN În schimb, la unele procariote, un profil (model) moștenit stabil de reglare a genelor este realizat prin rearanjamentele ADN care activează sau inactivează gene specifice Deoarece modificarea secvenței ADN va fi copiată cu acuratețe în timpul ciclurilor de replicare ulterioare, starea modificată a activității genei în gena y este moștenită de toți descendenții celulei în care a avut loc rearanjarea Cu toate acestea, unele dintre aceste rearanjamente ADN sunt reversibile, astfel încât indivizii aleatoriu pot reveni la configurația lor originală ADN Rezultatul va fi un model în schimbare al activității genelor, care poate fi fixat prin observarea multor generații de celule pe perioade lungi de timp Un exemplu bine studiat al acestui mecanism de diferențiere apare în bacteriile Salmonella și este cunoscut sub numele de variație de fază Acest mod de diferențiere nu are echivalent la eucariotele superioare, dar poate avea un impact semnificativ la animale, deoarece bacteria patogenă îl folosește pentru a evita detectarea de către sistemul imunitar al gazdei Schimbarea expresiei genelor în Salmonella are loc prin inversarea aleatorie a unei regiuni specifice de ADN de bp, care modifică expresia flagelinei proteinei de suprafață celulară, pentru care bacteria are gene diferite (Fig ) Enzima de recombinare specifică locului catalizează inversia și astfel reorientează promotorul situat în segmentul ADN inversat Dacă promotorul este într-o orientare, bacteria sintetizează un tip de flagelină, iar dacă este în cealaltă orientare, se sintetizează un alt tip Deoarece inversiunile sunt foarte rare, toate clonele bacteriene poartă un anumit tip de flagelină Este foarte probabil ca dezvoltarea variației de fază în cursul evoluției să fi avut loc datorită faptului că protejează populația bacteriană de răspunsul imun al organismului gazdă vertebrat Dacă gazda dezvoltă anticorpi pentru un tip de flagelină, atunci mai multe bacterii a căror flagelină a fost modificată din cauza inversării genelor vor putea supraviețui și se vor multiplica Bacteriile din populațiile naturale prezintă adesea variații de fază în una sau mai multe trăsături fenotipice Astfel de "instabilități" dispar în timp în tulpinile standard de laborator și, prin urmare, mecanismele de bază au fost studiate doar în câteva cazuri Nu toate sunt asociate cu inversia ADN-ului De exemplu, bacteria care provoacă gonoreea la oameni (Neisseria gonorrhoeae) scapă de sistemul imunitar printr-o modificare moștenită a proprietăților suprafeței celulei care are loc prin conversia genelor (descrisă în capitolul ) mai degrabă decât prin inversare Acest mecanism se bazează pe transferul de secvențe ADN dintr-o bibliotecă de "casete genice" silențioase într-o regiune a genomului în care are loc expresia genei Avantajul său constă în crearea multor variante ale principalei proteine de suprafață a celulei bacteriene A Mecanisme genetice moleculare segment inversat I I H ♦ eu proteină H H INCHIS segment inversat represor ♦ eu proteina represoare represor INCHIS promotor H INCHIS represorul blochează sinteza H promotor H ARN I proteina H Orez , Schimbarea expresiei genelor în bacterii prin inversarea ADN-ului Transcriere alternativă a două gene flageline în bacteria Salmonella ca rezultat al unei recombinări simple site-specific care duce la inversarea unui segment mic de ADN care conține promotorul, a) După ce a adoptat o orientare, promotorul activează transcripția genei H flagelinei, precum și proteina represoare care blochează expresia genei flagelina H ) Dacă promotorul este inversat, acesta nu mai activează expresia genei H sau a represorului, ci în schimb se exprimă gena H , care astfel nu mai este reprimată Mecanismul de recombinare este activat doar ocazional (aproximativ o dată pe ІО diviziuni celulare) Prin urmare, formarea unuia sau altuia tip de flagelină este de obicei moștenită strict în fiecare clonă celulară Datorită ușurinței creșterii și efectuării diferitelor experimente genetice pe drojdii, acestea au servit ca organisme model pentru studierea mecanismelor de control al genelor în celulele eucariote Drojdia comună de brutărie Saccharomyces cerevisiae a atras un interes deosebit datorită capacității sale de a se diferenția în trei tipuri de celule distincte Drojdiile sunt eucariote unicelulare care pot exista atât în stare haploidă, cât și în diploidă Celulele diploide se formează într-un proces cunoscut sub numele de împerechere, în care două celule haploide fuzionează Pentru ca acest lucru să se întâmple, celulele trebuie să difere prin tipul de împerechere (sex) Există două tipuri de împerechere în drojdie: a și a Două tipuri de celule sunt adaptate pentru împerechere între ele: fiecare dintre ele formează o moleculă semnal difuzor specific (factor de împerechere) și o proteină specifică receptor de suprafață celulară; datorită lor, celulele de tip opus de împerechere sunt capabile să se recunoască și să fuzioneze Celulele diploide rezultate, denumite a a, diferă de fiecare dintre tipurile parentale: nu se pot împerechea, Partea Mecanisme genetice de bază dar cu lipsă de nutrienți pot forma spori (sporulați), care în timpul meiozei dau naștere la celule haploide (descrise în capitolul ) Mecanismele din spatele formării și menținerii acestor trei tipuri de celule ilustrează câteva dintre strategiile discutate anterior care conduc la modificări ale profilului de expresie a genelor Tipul de împerechere al unei celule haploide este determinat de un singur locus, locusul de tip împerechere (Mat), care codifică o proteină reglatoare, Matal, în celulele de tip a și două proteine reglatoare, Matal și Mata , în tipul a celule Proteina Matal nu se manifestă în niciun fel în celulele haploide de tip a care o sintetizează, dar devine importantă mai târziu în celula diploidă rezultată din împerechere Spre deosebire de Matal, proteina Mata acționează ca un represor transcripțional în celulele a, care dezactivează genele a-specifice, în timp ce proteina Matal acționează ca un activator transcripțional, activând genele a-specifice După fuziunea celulelor a două tipuri de împerechere, combinația proteinelor reglatoare Matal și Mata determină un model complet nou de exprimare a genelor, diferit de cele parentale Pe fig Figura ilustrează mecanismul prin care genele specifice responsabile de tipul de împerechere sunt exprimate diferit în cele trei tipuri de celule Este unul dintre primele exemple identificate de control combinatoriu al genelor și rămâne unul dintre cele mai studiate la nivel molecular În majoritatea tulpinilor de laborator de cerevisiae, tipurile de celule a și a sunt menținute stabil pe parcursul multor diviziuni celulare, dar unele tulpini izolate din populațiile naturale pot comuta în mod repetat între aceste tipuri de celule folosind un mecanism de rearanjare a genelor care seamănă cu rearanjarea ADN-ului în rezultate N gonoree; cu toate acestea, mecanismul exact pare a fi unic pentru drojdii În cromozomul drojdiei, pe ambele părți ale locusului Mat, există un locus tăcut care codifică proteinele de reglementare care determină tipul de împerechere: locusul tăcut pe o parte codifică Matal și Mata , locusul tăcut pe cealaltă parte, Matal Aproape fiecare diviziune celulară, gena activă de la locusul Mat este tăiată și înlocuită cu o copie nou sintetizată a locusului tăcut care determină tipul de împerechere opus Deoarece o modificare elimină o genă din "celula" activă și o alta îi ia locul, acest mecanism se numește mecanism de casetă Schimbarea este reversibilă, deoarece atunci când gena originală este îndepărtată din locusul Mat, copia sa silentioasă rămâne în genom Noile copii ale ADN-ului sintetizat din genele silențioase acționează ca casete de unică folosință care sunt inserate la rândul lor în locusul Mat, care servește drept "player" (Figura ) Casetele silențioase sunt ambalate într-o formă specializată de cromatină și menținute într-o formă inactivă din punct de vedere transcripțional Studiul acestor casete, care se desfășoară de aproape de ani, a oferit multe dintre perspectivele cheie asupra rolului structurii cromatinei în reglarea genelor Două proteine care se inhibă reciproc sinteza determină statutul ereditar al bacteriofagului lambda După cum am aflat la începutul acestui capitol, nucleul unei celule diferențiate conține toată informația genetică necesară pentru a construi întregul organism vertebrat sau vegetal Acest lucru exclude posibilitatea ca principalul mecanism de diferențiere celulară la aceste eucariote superioare să fie o modificare ireversibilă a secvenței ADN, deși astfel de modificări apar în timpul A Mecanisme genetice moleculare regulatori de proteine produs din locusul Mat set de gene controlate de locusul Mat matal (fara efect) Matal Mata - Mata aSG Mata - Mcm aSG - matal hSG INACTIV INACTIV INACTIV eu Orez , Controlul tipului celular în drojdie Trei proteine de reglare Matal, Mata și Matal, care sunt sintetizate la locusul Mat, determină tipul de celule din drojdie În celulele haploide de tip a, în celulele haploide de tip gutui și în celulele diploide (tipul a/a), se transcriu diferite seturi de gene Celulele haploide exprimă fie un set de gene a-specifice (ctSG), fie un set de gene a-specifice (aSG) plus un set de gene specifice haploide (hSG) Niciuna dintre aceste gene nu este exprimată în celule diploide Proteinele reglatoare mat controlează multe dintre genele țintă din fiecare tip de celulă prin legarea în diferite combinații de secvențe reglatoare specifice în amonte de aceste gene Trebuie remarcat faptul că proteina Matal este o proteină activatoare, în timp ce Mata - TO este o proteină represoare Ambele lucrează împreună cu proteina de reglementare Mcml găsită în toate cele trei tipuri de celule Într-o celulă diploidă, Mata și Matal formează un heterodimer (prezentat în detaliu în Figura ) care dezactivează un set diferit de gene (inclusiv gena care codifică proteina activatoare Matal) față de cea oprită de proteinele Mata și Mcml Acest sistem relativ simplu de proteine de reglare este un exemplu de control combinatoriu al expresiei genelor diferențierea limfocitelor (descrisă în capitolul ) Modificările reversibile ale secvenței ADN care seamănă cu cele descrise recent pentru Salmonella și drojdie ar putea, în principiu, să fie încă responsabile pentru unele dintre modificările moștenite ale expresiei genelor observate la organismele superioare, dar în prezent nu există dovezi că astfel de mecanisme sunt utilizate pe scară largă Cu toate acestea, alte mecanisme deja discutate în acest capitol pot fi implicate în crearea modelelor de reglare a genelor care pot fi transmise Partea Mecanisme genetice de bază caseta silentioasa tip I - caseta silentioasa Locus Mat Tip - I - introducerea unei casete noi TIP împerechere TIP împerechere introducerea unei casete noi Orez , Un model de casetă pentru schimbarea împerecherii în drojdie Comutarea casetelor are loc în timpul unui proces de conversie a genei care implică o enzimă specializată (HO-endonuclează) care introduce o tăietură dublu catenară în secvența specifică de ADN a locusului Mat ADN-ul din apropierea tăieturii este apoi îndepărtat și înlocuit cu o copie a casetei silențioase care determină tipul de împerechere opus Mecanismul acestei forme specializate de conversie a genelor este similar cu repararea ruperii duble catene descrise în Capitolul (Secțiunea ) prin moştenire la generaţiile ulterioare de celule Unul dintre cele mai simple exemple este comutarea inerentă unui virus bacterian (bacteriofag) lambda: virusul, așa cum ar fi, se află într-o poziție "înainte și înapoi" (flip-flop) între două stări stabile de auto-susținere comutatorul poate fi considerat ca un prototip de comutatoare similare dar mai complexe care acţionează în timpul dezvoltării eucariotelor superioare S-a menționat anterior că, în condiții favorabile, bacteriofagul lambda se poate integra în ADN-ul unei celule de E coli și se poate replica automat de fiecare dată când bacteria se divide Alternativ, virusul se poate multiplica în citoplasmă, ducând la moartea gazdei sale ( vezi Fig ) Proteinele codificate de genomul bacteriofagului sunt implicate în comutarea între aceste două stări Genomul bacteriofagului conține doar aproximativ de gene care sunt transcrise în moduri complet diferite în cele două stări De exemplu, un virus care urmează să se integreze în genom trebuie să sintetizeze proteina integrază necesară pentru integrarea ADN-ului bacteriofag în cromozomul bacterian, dar trebuie să suprime formarea proteinelor virale responsabile de reproducerea virusului Odată ce unul sau altul tip de transcripție a fost stabilit, acesta este deja susținut stabil Stare de profag sau cale lizogenă - Aprox ed Calea litică - Aprox ed A Mecanisme genetice moleculare stare stabilă : stare profag fag lambda represor sintetizat Orez , O versiune simplificată a sistemului de reglementare care determină metoda de creștere a bacteriofagului lambda în celulele gazdă E co// În starea stabilă (starea profag), este sintetizată o proteină represoare, care își activează propria sinteză și oprește sinteza unui număr de alte proteine bacteriofage, inclusiv proteina Cro În starea (starea litică), proteina Cro este sintetizată, ceea ce oprește sinteza proteinei represoare Ca rezultat, se formează multe proteine fagice, ADN-ul viral se replică liber în celula E coli, se formează multe particule bacteriofagi noi , ceea ce duce în cele din urmă la moartea celulei Acest exemplu arată cum două proteine de reglare pot fi reunite printr-un lanț de evenimente care duc la două stări de moștenire Represorul fagului lambda și proteina Cro recunosc operatorul prin motivul helix-turn-helix (vezi Figura ) stare stabilă : starea litică este sintetizată de proteina Cr a fagului lambda În centrul acestui mecanism complex de comutare a reglării genelor se află două proteine reulator sintetizate de virus: proteina represoare a fagilor lambda (proteina ci; proteina represoare lambda), pe care am întâlnit-o deja și proteina Cro Aceste proteine se inhibă reciproc sinteza, afecțiune care duce la existența a doar două stări stabile ( ) În starea (starea profagului), represorul Fagul lambda ocupa operatorul, blocand sinteza proteinei Cr si in acelasi timp activand propria sinteza În starea (starea litică), proteina Cro ocupă un loc diferit pe operator, blocând sinteza represorului, dar permițând propria sinteza În starea de profag, cea mai mare parte a ADN-ului unui bacteriofag inclus stabil în genomul celulei gazdă nu este transcris În starea litică, ADN-ul este transcris intens, replicat și împachetat în noi particule virale, care sunt eliberate la liza celulei gazdă Dacă celulele tulpinii gazdă cresc bine, atunci este probabil ca bacteriofagul să își asume starea , permițând ADN-ului său să se replice împreună cu cromozomul gazdei Dacă celula care poartă profagul este slăbită, atunci virusul inserat trece din starea în starea pentru a se înmulți în citoplasma celulei și a o părăsi rapid Această tranziție este declanșată de răspunsul celulei gazdă la deteriorarea ADN-ului, care inactivează proteina represoare Cu toate acestea, în absența unor astfel de semnale, represorul lambda fag oprește formarea proteinei Cro și activează propria sa sinteză, iar această buclă de feedback pozitiv ajută la menținerea stadiului de profag Buclele de feedback pozitiv servesc drept bază pentru o strategie generală simplă de memorie celulară, adică pentru crearea și menținerea modelelor ereditare Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Reprezentare schematică care arată modul în care o buclă de feedback pozitiv poate crea memorie celulară Proteina A este o proteină reglatoare care își activează propria transcripție Toți descendenții acestei celule își vor "aminte", așadar, că celula progenitoare a experimentat un semnal pe termen scurt (tranzitoriu) care a inițiat sinteza proteinelor expresia genelor Este prezentat principiul de bază, descompus în cele mai multe componentele necesare Celulele eucariote folosesc multe variante ale acestei strategii simple De exemplu, mai multe proteine reglatoare implicate în formarea planului corporal al Drosophila (descrise în capitolul ) își stimulează propria transcripție, creând astfel o buclă de feedback pozitiv care promovează sinteza lor continuă; în același timp, multe dintre aceste proteine reprimă transcripția genelor care codifică alte proteine reglatoare importante Astfel, mai multe proteine reglatoare care influențează reciproc sinteza și activitatea reciprocă pot determina un model complex de ereditate Comutatoarele genetice simple pot fi combinate pentru a crea tot felul de dispozitive de control, la fel ca într-un computer, elemente simple de comutare electronice pot fi conectate între ele pentru a efectua multe tipuri de operații Studiul circuitelor de reglare a relevat că anumite tipuri simple de structuri se găsesc din nou și din nou în celule de tipuri foarte diferite De exemplu, buclele de feedback pozitiv și negativ (buclă de feedback negativ) sunt deosebit de comune în toate celulele ( ) După cum sa menționat mai sus, primul tip de bucle este este un simplu dispozitiv de stocare, în timp ce al doilea este adesea folosit pentru a menține expresia genelor într-un nivel standard, indiferent de fluctuații A Mecanisme genetice moleculare Orez , Tipuri comune de motive de rețea în lanțurile de transcripție A și B reprezintă proteine de reglare, săgețile indică controlul transcripțional pozitiv, iar liniile întrerupte reprezintă controlul transcripțional negativ Descrieri mai detaliate ale buclelor de feedback pozitiv și ale mecanismelor "flip-flop" ("înainte și înapoi") sunt date în Fig , și , În buclele de feedforward, A și B sunt proteine reglatoare și ambele activează transcripția genei țintă Z buclă de feedback pozitiv buclă de feedback negativ a condiţiilor biochimice din interiorul celulei De exemplu, să presupunem că o proteină represoare se leagă de regiunea reglatoare a genei sale și pune în mișcare o buclă puternică de feedback negativ Este de așa natură încât dacă concentrația proteinei represoare este peste o anumită valoare critică (determinată de afinitatea sa pentru situsul său de legare la ADN), atunci transcripția are loc la o intensitate foarte scăzută, iar dacă este sub această valoare, la o intensitate foarte mare Apoi concentrația de proteine va fi menținută aproape de valoarea critică, deoarece orice circumstanță provoacă o scădere sub această valoare va face ca viteza de sinteză să crească vertiginos, iar orice creștere peste această valoare va determina oprirea sintezei Cu toate acestea, astfel de ajustări vor dura ceva timp, astfel încât o schimbare bruscă a condițiilor va provoca o perturbare semnificativă a expresiei genelor, deși va fi de scurtă durată După cum este descris în Capitolul , un sistem de feedback negativ poate funcționa astfel ca un indicator al schimbării bruște Alternativ, dacă există o întârziere a semnalului în bucla de feedback, atunci rezultatul acesteia poate fi fluctuații spontane ale expresiei genelor (vezi Fig ) Caracteristicile cantitative ale buclei de feedback negativ determină care dintre aceste variante posibile va corespunde comportamentului acesteia Începând cu două sau mai multe gene, complexitatea gamei posibile de circuite de control și caracteristicile acestora crește rapid Am descoperit că bacteriofagul lambda este un exemplu de tip comun de lanț de două gene care poate comuta între expresia uneia și expresia altei gene Un alt design comun de circuit este numit bucla de alimentare înainte (vezi Figura ) În special, poate servi ca un filtru care reacționează la semnalele lungi de intrare, dar le ignoră pe cele scurte ( ) Celulă poate folosi aceste diverse motive de rețea ca dispozitive logice în miniatură pentru a procesa informații în moduri surprinzător de complexe Tipurile simple de dispozitive tocmai prezentate într-o celulă eucariotă tipică se combină pentru a forma circuite extrem de complexe ( ) Fiecare o celulă dintr-un organism multicelular în curs de dezvoltare posedă acest aparat de control transcripțional și trebuie, în esență, să folosească un sistem complex de comutatoare transcripționale interconectate pentru a-și calcula comportamentul în orice moment dat, ca răspuns la multe intrări diferite, trecute și prezente Abia începem să înțelegem cum să studiem astfel de sisteme de control intracelular complexe De fapt, fără informații cantitative mult mai precise și complete Partea Mecanisme genetice de bază SEMNAL de intrare Z (SEMNAL IEȘI) A) SEMNAL de intrare SEMNAL de intrare timp -*■ DE IEȘIRE SEMNAL timp -► DE IEȘIRE SEMNAL timp -► b) timp c) O O O O Orez , Cum poate o buclă de feed-forward să măsoare durata semnalului, a) În acest exemplu teoretic, ambele proteine activatoare A și B sunt necesare pentru transcrierea genei Z, iar proteina A devine activă numai dacă există un semnal de intrare, b) Dacă semnalul de intrare este direcționat către proteina A, scurt, atunci A nu este activ suficient de mult pentru ca proteina B să se acumuleze, iar gena Z nu este transcrisă, c) Dacă semnalul aplicat semnalului A este stabil, atunci proteina B se acumulează, proteina A rămâne activ și Z este transcris Un astfel de sistem permite celulei să ignore fluctuațiile rapide ale semnalului de intrare și să răspundă doar la niveluri stabile Această strategie poate fi folosită, de exemplu, pentru a distinge între zgomotul aleatoriu și un semnal adevărat Comportamentul prezentat aici este calculat pentru un set specific de valori ale parametrilor care descriu proprietățile cantitative ale lui A, B, Z și sinteza acestora Cu alte valori ale acestor parametri ai buclei de feedforward, în principiu, pot fi efectuate alte tipuri de "calculări" Multe bucle de feed-forward au fost găsite în celule, iar analiza lor teoretică îi ajută pe cercetători să evalueze și, ulterior, să testeze diferitele moduri în care ar putea funcționa (Adaptat după S S Shen-Orr, R Milo, S Mangan și U Alon, Nat Genet : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd) în comparație cu cel pe care îl avem în prezent, este imposibil de prezis comportamentul unui sistem precum cel prezentat în Fig , - aici un concept nu este suficient Discuția noastră s-a concentrat pe lanțurile de transcripție care apar în mod natural, dar informațiile pot fi obținute și prin proiectarea și construirea de lanțuri artificiale în laborator și apoi introducerea lor în celule pentru a le studia comportamentul o celulă bacteriană modificată genetic poate comuta între trei stări în modul prescris, funcționând astfel ca un oscilator sau un simplu mecanism de ceas Construcția unor astfel de dispozitive noi din părți biologice existente este adesea denumită biologie sintetică Oamenii de știință folosesc această abordare pentru a testa dacă au înțeles corect proprietățile componentelor care alcătuiesc sistemul Dacă da, vor fi capabili să le conecteze piese în moduri noi și preziceți cu precizie caracteristicile unui dispozitiv nou Faptul că aceste predicții sunt de obicei scurte este o dovadă a cât de departe suntem de a înțelege cu adevărat funcționarea detaliată a celulei Există multe lacune majore în cunoștințele noastre, A Mecanisme genetice moleculare DIFERENȚIAREA ME ODERM Orez , Un circuit genetic extrem de complex care determină formarea unei părți dintr-un embrion de arici de mare în curs de dezvoltare Fiecare cutie mică colorată reprezintă o genă individuală Genele galbene codifică proteine de reglare, în timp ce genele verzi și albastre codifică proteine care conferă celulelor mezoderme și, respectiv, endodermice proprietățile lor specializate Genele prezentate cu gri sunt foarte active la mamă și trimit semnalele necesare pentru ca ovulul să se dezvolte corect Săgețile arată exemple de activare a transcripției unei alte gene de către o proteină reglatoare Liniile care se termină cu liniuță indică cazuri de represiune genetică ceea ce va necesita aplicarea cu pricepere a abordărilor cantitative ale ştiinţelor fizice la studiul sistemelor biologice complexe Viața pe Pământ a evoluat în condițiile existenței unui ciclu zilnic de zi și noapte, și multe organisme moderne, de la arhee la Partea Mecanisme genetice de bază locul de legare pentru C represorul A locul de legare Pentru o b) timp (min) represorul B locul de legare pentru B represorul C timp (min) ani cam Orez , Un simplu oscilator al genei sau "ceas" dezvoltat în laborator, a) Utilizând tehnologia ADN-ului recombinant, au fost create trei gene artificiale Ele codifică diferite proteine represoare bacteriene și fiecare genă este controlată de produsul unei alte gene din acel set, astfel încât se formează un lanț de reglare, așa cum se arată în figură Represorii (notați ca A, B și C în diagramă) sunt represorul operonului de lactoză (vezi Fig ), represorul operonului tetraciclinei care reglează genele ca răspuns la acțiunea tetraciclinei și represorul fagul lambda (vezi Fig ) într-o celulă bacteriană, trei gene formează o buclă de feedback negativ întârziat De exemplu, produsul genei A, care acționează prin genele B și C, inhibă indirect propria sa expresie Feedback-ul negativ întârziat generează oscilații, b) Modelul computerizat al oscilațiilor Celula trece printr-un ciclu de un număr de stări din nou și din nou: proteina A este exprimată, apoi B, apoi C și apoi din nou A etc În acest caz, la rândul său, fiecare produs genic evită represiunea impusă de produs anterior și suprimă expresia următoarei, c) Fluctuații reale observate într-o celulă care conține trei gene artificiale de la o, așa cum se arată folosind un reporter fluorescent pentru expresia uneia dintre aceste gene Amplitudinea crescută a semnalului fluorescent reflectă creșterea a celulei bacteriene (Adaptat după M W Elowitz și S Leibler, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) De către plante și oameni, aceștia au dobândit un ritm intern care dictează un comportament diferit în diferite momente ale zilei Formele acestui comportament variază de la modificări ciclice ale activității enzimelor metabolice la ciuperci până la cicluri de somn și veghe organizate complex la oameni Oscilatorii interni care controlează aceste ritmuri circadiene se numesc ceas circadian (sau ritm circadian) Corpul, având propriul ceas circadian, poate anticipa schimbările zilnice regulate din mediul său și poate lua măsurile adecvate în avans Desigur, ceasul intern nu poate fi perfect precis și, prin urmare, trebuie să se poată "reset" sub influența semnalelor externe, cum ar fi lumina zilei Astfel, ceasul circadian va funcționa chiar și în absența semnalelor de mediu (cicluri de zi și de noapte), dar perioada ritmului de curgere liberă este în general puțin A Mecanisme genetice moleculare mai puțin sau puțin mai mult de de ore Semnalele externe despre ora din zi provoacă mici ajustări în setările ceasului, astfel încât corpul să fie în sincronie cu mediul înconjurător După schimbări mai puternice, ciclurile circadiene sunt treptat resetate (resetate) sub influența unui nou ciclu de zi și noapte, așa cum poate atesta oricine care a experimentat călătoria prin mai multe fusuri orare Ar putea fi de așteptat ca ceasul circadian al unei creaturi precum omul să fie un dispozitiv multicelular complex în sine, care implică diferite grupuri de celule responsabile pentru diferite părți ale mecanismului oscilator În mod surprinzător, se dovedește că în aproape toate organismele, inclusiv oamenii, celulele unice servesc drept cronometre Astfel, un ceas care funcționează în fiecare membru al unui grup specializat de celule cerebrale (celule din nucleul suprachiasmatic al hipotalamusului) controlează ciclurile noastre de somn-veghe de de ore, temperatura corpului și eliberarea hormonilor Chiar dacă aceste celule sunt izolate din creier și împrăștiate pe suprafața unui vas de cultură, ele vor continua să oscileze individual, arătând un model ciclic de expresie a genelor cu o perioadă de aproximativ de ore În organism, aceste celule primesc semnale nervoase de la retină, ajustându-și vibrațiile la ciclul zilnic al zilei și nopții și trimit informații despre ora zilei către o altă zonă a creierului - glanda pineală, care transmite semnale de timp la restul corpului prin eliberarea hormonului melatonina în conformitate cu ceasul Celulele din nucleul suprachiasmatic joacă un rol central ca cronometraj la mamifere, dar sunt departe de singurele celule din corpul mamiferelor care au un ritm circadian intrinsec sau capacitatea de a se "reset" ca răspuns la lumina zilei În mod similar, în Drosophila, multe tipuri diferite de celule, inclusiv cele ale pieptului, abdomenului, antenelor, piciorului, aripii și testiculelor, continuă să numere ciclul circadian după desprinderea de corpul muștei Ceasul din aceste tesuturi izolate, ca si in celulele nucleului suprachiasmatic, poate fi resetat de ciclurile externe impuse de zi si noapte Astfel, funcționarea ceasului circadian este o problemă fundamentală în biologia celulară Deși nu sunt cunoscute toate detaliile, multe dintre principiile de bază și componentele moleculare ale ceasului biologic au fost deja identificate prin studierea unei game largi de organisme La animale, majoritatea informațiilor cunoscute provin de la mutații la Drosophila: aceste mutații au făcut ca ceasul circadian să funcționeze mai repede, mai lent sau să nu funcționeze deloc Ca rezultat al cercetării, ei au ajuns la descoperirea că multe dintre aceleași componente sunt implicate în ceasul circadian al diferitelor mamifere Mecanismul ceasului circadian al Drosophila este descris pe scurt în Fig , "Inima" acestui mecanism este o buclă de feedback transcripțional care are încorporat un mecanism de întârziere în timp: acumularea anumitor produse genice cheie oprește transcrierea genelor lor, dar cu o întârziere - așa că, aproximativ vorbind, celula oscilează între o stare în care sunt prezenți produse genetice și transcripția este oprită și starea în care nu există produse și transcripția este activată În ciuda simplității relative a principiului de bază al ceasului circadian, implementarea sa este un proces complex Un motiv pentru complexitatea sa este că ceasul trebuie să fie "bufferizat", adică rezistent la schimbările de temperatură, care de obicei accelerează sau încetinește asocierea macromoleculelor Cu exceptia Partea Mecanisme genetice de bază ARNm ARNm proteina Tit se degradează ca răspuns la lumină proteina Tit disociere formarea heterodimerului heterodimer fosforilarea și degradarea reglementate a proteinei Per Orez , O diagramă simplificată a mecanismului ceasului circadian în celulele Drosophila Caracteristica principală a ceasului este acumularea periodică și dezintegrarea a două proteine de reglare - Tit (abreviat ca OTtimeless, numele este dat pe baza fenotipului mutației genei) și Per (abreviat din punct) Translația ARNm-urilor care codifică aceste proteine are loc în citosol, iar când se atinge o concentrație critică a fiecărei proteine, se formează un heterodimer După o întârziere de timp, heterodimerul se disociază, iar proteinele Tit și Per sunt exportate în nucleu, unde reglează o serie de produse genetice care mediază acțiunea ceasului Odată ajuns în nucleu, Per suprimă și expresia genelor Tit și Per, ceea ce duce la crearea unui sistem de feedback care determină o scădere a concentrațiilor proteinelor Tit și Per Pe lângă acest feedback transcripțional, ceasul și depinde de o serie de alte proteine De exemplu, degradarea controlată a proteinei Per, notă pe schemă, întârzie acumularea periodică a proteinelor Tit și Per, cele cheie în funcționarea ceasului Pașii care fac obiectul unor întârzieri specifice sunt afișați cu roșu Ceasul este reglat (sau resetat) ca răspuns la noile cicluri de zi și noapte Majoritatea celulelor Drosophila nu au fotoreceptori adevărați, dar lumina este recunoscută de flavoproteinele intracelulare, numite și criptocromi În prezența luminii, aceste proteine se leagă de proteina Tit și o fac să se descompună, resetând astfel ceasul (Adaptat după J C Dunlap, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) În plus, ceasul trebuie să fie precis și să poată fi resetat Deși încă nu este clar cum ceasul biologic continuă să funcționeze la o rată constantă în ciuda schimbărilor de temperatură, știm că mecanismul de resetare a ceasului Drosophila se bazează pe distrugerea dependentă de lumină a uneia dintre proteinele reglatoare cheie (vezi Figura ) Celulele trebuie să poată activa și dezactiva genele individual, dar trebuie să coordoneze expresia unor grupuri mari de gene diferite De exemplu, atunci când o celulă eucariotă în repaus primește un semnal pentru a începe A Mecanisme genetice moleculare diviziunea celulară, multe gene până acum neexprimate se activează simultan pentru a declanșa evenimente care duc în cele din urmă la diviziunea celulară (descrisă în capitolul ) O modalitate pe care o folosesc bacteriile pentru a coordona expresia unui grup de gene este să le combine într-un operon controlat de un singur promotor (vezi Figura ) Cu toate acestea, la eucariote, fiecare genă este transcrisă de la un promotor separat Atunci, cum coordonează eucariotele expresia genelor? Aceasta este o problemă deosebit de importantă în legătură cu faptul că, după cum s-a menționat mai sus, majoritatea proteinelor eucariote de reglare acționează ca parte a unui "comitet" de proteine de reglare și pentru exprimarea genelor la nivelul corespunzător în celula potrivită, la momentul potrivit ca răspuns la semnalul corespunzător, toți membrii săi Atunci cum poate o celulă eucariotă să pornească și să dezactiveze rapid și decisiv grupuri întregi de gene? Răspunsul la această întrebare este că, deși controlul expresiei genelor este un proces combinatoriu, acțiunea unei singure proteine de reglare poate fi totuși decisivă pentru dezactivarea sau pornirea unei anumite gene, pur și simplu pentru că acea proteină completează combinația de proteine necesară pentru maxim activarea sau activarea suprimarea acestei gene Această situație este similară cu formarea ultimei cifre a unui lacăt cu combinație: lacătul se va deschide numai după ce a fost adăugată ultima cifră, cu condiția ca toate celelalte să fi fost introduse înainte În plus, același număr poate completa combinații de multe încuietori diferite De asemenea, adăugarea unei anumite proteine poate include multe gene diferite În cazul oamenilor, un exemplu ar fi controlul expresiei genelor de către proteina receptorului de glucocorticoizi Pentru a se lega de regiunile reglatoare ale ADN-ului, această proteină reglatoare trebuie mai întâi să formeze un complex cu o moleculă de hormon glucocorticoid, cum ar fi cortizolul (vezi Figura ) Acest hormon este secretat în organism în perioadele de post și activitate fizică intensă, iar printre toate celelalte efecte ale sale, stimulează o creștere a sintezei de glucoză din aminoacizi și alți compuși cu molecule mici din celulele hepatice, ceea ce le determină să crească expresia multor gene diferite care codifică enzime metabolismul și alte produse Toate aceste gene au regiuni de control diferite și complexe, dar expresia lor maximă depinde de legarea complexului receptor hormon-glucocorticoid de regiunea reglatoare ADN a fiecărei gene Când organismul își revine și hormonul dispare, expresia fiecăreia dintre aceste gene în ficat scade la nivelul său normal În mod similar, o singură proteină reglatoare poate controla expresia multor gene diferite (Figura ) Acțiunea receptorului de glucocorticoizi nu se limitează la efectul asupra celulelor hepatice În alte tipuri de celule, activarea hormonală a acestei proteine de reglare provoacă, de asemenea, modificări ale nivelurilor de expresie ale multor gene, dar genele afectate diferă adesea de cele asupra cărora acționează în celulele hepatice După cum s-a menționat mai sus, fiecare tip de celulă are un set individual de proteine de reglare și, datorită existenței unui control combinatoriu, acest lucru afectează grav acțiunea receptorului de glucocorticoizi Deoarece receptorul este capabil să se lege de multe seturi diferite de proteine de reglare specifice celulei, activarea sa de către un hormon duce la un spectru diferit de efecte în fiecare tip de celulă Partea Mecanisme genetice de bază gena I gena nivel scăzut de expresie a genelor nivel ridicat de expresie a genelor Orez , O proteină reglatoare poate coordona expresia mai multor gene diferite Acţiunea receptorului de glucocorticoid este prezentată sub formă de diagramă În stânga este o serie de gene cu diferite proteine activatoare asociate cu regiunile lor reglatoare Cu toate acestea, aceste proteine asociate singure nu sunt suficiente pentru activarea completă a transcripției În dreapta este efectul adăugării unei proteine suplimentare de reglare, receptorul glucocorticoid, în complex cu hormonul glucocorticoid, care se poate lega de regiunea reglatoare a fiecărei gene Receptorul de glucocorticoizi completează combinația de proteine reglatoare necesare pentru inițierea transcripțională maximă, iar genele sunt acum activate ca un set Dacă hormonul nu este prezent, receptorul de glucocorticoizi nu se poate lega de ADN Pe lângă activarea expresiei genelor, forma legată de hormoni a receptorului de glucocorticoid reprimă transcripția anumitor gene în funcție de proteinele reglatoare aflate deja în regiunile lor de control Acțiunea receptorului de glucocorticoid asupra oricărei gene date depinde, prin urmare, de tipul de celulă, de proteinele reglatoare pe care le conține și de regiunea de reglare a genei Structura părții de legare a ADN-ului receptorului de glucocorticoizi este prezentată în Fig Capacitatea de a porni și opri coordonat multe gene este importantă nu numai în reglarea zilnică a funcției celulare Este, de asemenea, modul în care celulele eucariote se diferențiază în tipuri de celule specializate în timpul dezvoltării embrionare Dezvoltarea celulelor musculare este un exemplu perfect în acest sens După cum este descris în capitolul , celula musculară scheletică de mamifer este o celulă gigantică foarte diferențiată, formată prin fuziunea A Mecanisme genetice moleculare multe celule precursoare numite mioblaste (mioblasteY și, prin urmare, conține mulți nuclei Într-o celulă musculară matură, sunt sintetizate un număr mare de proteine inerente numai acesteia, inclusiv tipuri specifice de actină, miozină, tropomiozină și troponină (toate fac parte din aparatul contractil) , creatinfosfokinaza (oferă metabolismul specializat al celulelor musculare) și receptorii de acetilcolină (fac membrana sensibilă la neurostimulare) În mioblastele în proliferare, astfel de proteine specifice mușchilor și ARNm-urile lor corespunzătoare sunt absente sau prezente în cantități foarte mici Pe măsură ce mioblastele se îmbină, genele corespunzătoare sunt incluse în mod constant ca parte a unui proces comun de transformare a modelului de expresie a genelor Acest întreg program de diferențiere a celulelor musculare poate fi declanșat în fibroblastele pielii cultivate și în alte tipuri de celule specifice prin introducerea oricărei proteine din așa-numitele proteine miogenice (MyoD, Myf , MyoG și Mrf ), care aparțin familiei de proteine helix-loop-helix care sunt exprimate în mod normal numai în celulele musculare ( , a) Site-uri de comunicare Orez , Rolul proteinelor reglatoare miogenice în dezvoltarea musculară, a) Efectul exprimării proteinei MyoD în fibroblaste După cum se arată în această micrografie cu imunofluorescență, fibroblastele pielii embrionului de pui sunt transformate în celule musculare atunci când sunt induse experimental să exprime gena MyoD Fibroblastele induse să exprime gena MyoD fuzionate pentru a forma celule alungite, multinucleate, asemănătoare mușchilor, colorate în verde cu anticorpi care detectează o proteină specifică mușchilor Fibroblastele care nu exprimă gena MyoD sunt abia vizibile în fundal, b) O diagramă simplificată care arată unele dintre proteinele de reglare implicate în dezvoltarea mușchilor scheletici Semnalele externe conduc la sinteza a patru proteine reglatoare miogenice strâns legate: MyoD, Myf , MyoG și Mrf Aceste proteine de reglare își activează propria sinteză, precum și pe cea a altora, într-o serie de bucle complexe de feedback, dintre care doar câteva sunt prezentate în figură La rândul lor, aceste proteine activează direct transcrierea genelor musculare structurale și gena Mef care codifică o proteină reglatoare suplimentară Proteina Mef acționează împreună cu proteinele miogenice într-o buclă de feedforward pentru a activa în continuare transcripția genelor structurale musculare și, de asemenea, formează o buclă suplimentară de feedback pozitiv care ajută la menținerea nivelului de transcriere a genelor miogenice (o - prin amabilitatea lui Stephen Tapscott și Harold Weintraub b- adaptat după] D Molk-entln și EN Olson, Proc Notl Acod Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe ) a) I - - - µm Partea Mecanisme genetice de bază Numele acestor proteine de reglare sunt localizate pe secvențele de ADN reglatoare situate în vecinătatea multor gene specifice mușchilor; iar proteinele miogenice activează astfel direct transcrierea acestor gene În plus, proteinele miogenice stimulează propria lor transcripție, precum și transcrierea multor alte proteine regulatoare asociate cu procesul de dezvoltare musculară Acest lucru are ca rezultat o serie complexă de bucle de feedback pozitiv și bucle de feedforward care amplifică semnalul și mențin programul de dezvoltare musculară chiar și după ce semnalul de inițiere a dispărut (Figura b; vezi și Capitolul ) Este posibil ca aceste tipuri de celule, care devin celule musculare după adăugarea de proteine miogenice, să fi acumulat deja o serie de proteine reglatoare care se pot combina cu proteine miogenice și pot activa gene specifice mușchilor Alte tipuri de celule nu se pot transforma în mușchi sub influența miogeninei sau altele asemenea - este probabil ca alte proteine de reglare necesare să nu se fi acumulat în aceste celule Transformarea unui tip de celulă (fibroblaste) într-un altul (mușchi scheletic) de către o singură proteină reglatoare subliniază din nou unul dintre cele mai importante principii discutate în acest capitol: diferențele în expresia genelor pot produce diferențe semnificative între tipurile de celule - în dimensiunea, forma lor , compoziție chimică, compoziție și funcții Controlul combinatoriu al genelor asigură apariția diferitelor tipuri de celule eucariote S-a discutat deja despre modul în care numeroase proteine de reglare pot lucra împreună pentru a regla expresia unei singure gene Dar, după cum a arătat exemplul proteinelor miogenice, controlul combinatoriu al genelor este mai mult decât atât: nu numai că fiecare genă răspunde la numeroasele proteine de reglare care o controlează, dar fiecare proteină de reglare este implicată în controlul multor gene Cu toate acestea, deși unele proteine de reglare sunt specifice unui tip de celulă, majoritatea proteinelor de reglare sunt activate într-o varietate de tipuri de celule, în mai multe locuri din organism și de mai multe ori în timpul dezvoltării sale Acest punct este ilustrat schematic în Fig , care arată modul în care controlul combinatoriu al genelor permite crearea de sisteme cu un grad ridicat de complexitate biologică în prezența unui număr relativ mic de proteine reglatoare Sub control combinatoriu, o anumită proteină reglatoare nu are neapărat o singură funcție, ușor de definită, care este gestionarea unei anumite baterii de gene sau specificarea unui anumit tip de celulă Mai degrabă, proteinele de reglare pot fi comparate cu cuvintele dintr-o limbă: sunt folosite cu semnificații diferite într-o varietate de contexte și rareori izolat: este o combinație bine aleasă care transmite informații care determină evenimentul de reglare a genelor Una dintre cerințele controlului combinatoriu este că multe proteine de reglare trebuie să poată acționa împreună pentru a influența rata globală de transcripție Experimentele au arătat că chiar și proteinele regulatoare neînrudite luate de la specii eucariote complet diferite, atunci când sunt introduse într-o singură celulă, pot coopera pentru o "cauză comună", care reflectă un grad ridicat de conservatorism al aparatului de transcripție A Mecanisme genetice moleculare celula embrionară celula G celula H celula I celula J celula K celula L celula M celula N celula Orez , Importanța reglării combinatorii a genelor pentru dezvoltarea organismului Combinațiile mai multor proteine de reglare pot asigura apariția multor tipuri de celule în timpul dezvoltării organismului În această schemă simplă, ideală, "decizia" de a sintetiza una dintre cele două proteine reglatoare diferite (notate prin cercuri numerotate) se ia după fiecare diviziune celulară În funcție de poziția sa relativă în embrion, celula fiică mai aproape de partea dreaptă a embrionului induce întotdeauna sinteza proteinelor cu număr par, în timp ce celula fiică mai aproape de partea dreaptă a embrionului induce sinteza proteinelor cu număr impar Se crede că sinteza fiecărei proteine de reglare este un proces auto-susținut (vezi Fig ) Astfel, prin intermediul memoriei celulare se construiesc pas cu pas conditiile finale pentru controlul combinatoriu În acest exemplu pur ipotetic, cinci proteine de reglare diferite au dat naștere în cele din urmă la opt tipuri de celule (GN) Aparent, modul de acțiune multifuncțional, combinatoriu al proteinelor reglatoare a limitat în mare măsură evoluția acestora: acestea trebuie să se poată combina cu alte proteine reglatoare, principalii factori ai trans Partea Mecanisme genetice de bază criptografie, un mediator, ARN polimerază și enzime care modifică cromatina O consecință importantă a controlului combinatoriu al genelor este că efectul introducerii unei noi proteine de reglare într-o celulă va depinde de istoria celulei, deoarece "trecutul" celulei este cel care determină ce proteine de reglare are deja Astfel, în timpul dezvoltării, o celulă poate acumula un set de proteine reglatoare care nu schimbă neapărat imediat expresia genei Adăugarea ultimilor membri ai lanțului din proteinele de reglare incluse în combinația necesară completează "mesajul" reglator și poate duce la modificări semnificative ale expresiei genelor O astfel de schemă, după cum am văzut, ajută la explicarea modului în care adăugarea unei singure proteine de reglare la o celulă fibroblastă poate determina transformarea ei bruscă într-o celulă musculară Este posibil ca această schemă să provoace diferențele importante descrise în capitolul între procesul de determinare a celulei, în care celula devine angajată într-o anumită cale de dezvoltare și procesul de diferențiere a celulei, în care celula angajată își manifestă caracterul specializat O proteină reglatoare poate declanșa formarea unui întreg organ Am descoperit că, în timp ce controlul combinatoriu este norma pentru genele eucariote, o singură proteină reglatoare, dacă completează combinația adecvată de proteine, poate fi decisivă în activarea sau dezactivarea unui întreg set de gene și am văzut cum acest lucru poate duce la transformarea unui singur tip de celulă în alta O extensie impresionantă a acestui principiu a fost găsită în studiile privind dezvoltarea Drosophila, șoarecele și ochiul uman În acest caz, cheia este o proteină reglatoare numită Eu (prescurtarea de la Eyeless) la muște și Pahb la vertebrate Când este exprimată în mediul adecvat, Eu poate declanșa formarea nu doar a unui tip de celulă, ci a unui întreg organ (ochiul) format din diferite tipuri de celule, toate organizate în spațiu într-un anumit mod Cea mai frapantă dovadă a rolului principal al proteinei Eu a fost demonstrată în experimente pe muștele fructelor, când, în stadiile inițiale de dezvoltare, expresia genei Eu a fost indusă artificial în grupuri de celule care formează în mod normal părți ale picioarelor Această expresie genică anormală a dus la dezvoltarea ochilor pe picioare (Fig ) Ochiul Drosophila este alcătuit din mii de celule, iar întrebarea cum coordonează o proteină reglatoare formarea unui întreg organ este un subiect central în biologia dezvoltării După cum este descris în capitolul , sunt implicate atât interacțiunile intercelulare, cât și proteinele reglatoare intracelulare Rețineți că proteina Eu controlează în mod direct expresia multor alte gene prin legarea de regiunile lor reglatoare Unele dintre genele sub controlul UE codifică proteinele de reglementare, care, la rândul lor, controlează expresia altor gene În plus, unele dintre aceste produse de reglare a genelor acționează la rândul lor și asupra genei Eu însăși, creând o buclă de feedback pozitiv care asigură sinteza continuă a proteinei Eu pe măsură ce celulele se divid și se diferențiază în continuare (Figura ) Astfel, impactul unei singure proteine reglatoare poate declanșa pentru o lungă perioadă de timp o cascadă de proteine reglatoare și mecanisme de interacțiune intercelulară, ale căror acțiuni vor duce la formarea unui grup organizat TA Mecanisme genetice moleculare grup de celule din care se dezvoltă ochiul adult grup de celule din care se dezvoltă piciorul adult (celulele care exprimă gena Eu sunt afișate cu roșu) Larva de Drosophila Drosophila normală A) Drosophila adultă structurile oculare formate pe picior Drosophila cu expresie indusă artificial a genei Eu în celulele progenitoare ale piciorului Orez , Expresia genei Drosophila Eu în celulele progenitoare ale piciorului inițiază dezvoltarea ochiului de pe picior, a) Diagrame simplificate care arată rezultatele exprimării normale a genei Eu în larvele muștelor de fructe (stânga) și expresia genei Eu indusă artificial în celulele din care se dezvoltă în mod normal țesut picior (dreapta), b) Fotografia unui picior anormal cu un ochi (vezi și Fig ) (b - cu amabilitatea lui Walter Gehring ) din multe tipuri diferite de celule Ne putem imagina cum, prin aplicarea repetată a acestui principiu, se construiește treptat un organism complex Până acum, a fost accentuată reglarea transcripției genelor de către proteinele care se leagă de ADN, dar ADN-ul însuși poate fi modificat covalent; iar în secțiunile ulterioare vom vedea că acest lucru oferă și posibilitatea Partea Mecanisme genetice de bază dezvoltare ochi semnal Tou UE Deci ea Dae Orez , Proteine reglatoare care determină dezvoltarea ochiului la Drosophila Genele Toy(Twinofeyeless) și Ey(Eyeless) codifică proteine de reglementare similare, Toy și Ey, fiecare dintre acestea, atunci când este exprimată ectopic, poate declanșa dezvoltarea ochiului În dezvoltarea normală, exprimarea Eu necesită gena Tou După activarea transcripțională de către proteina Toy, proteina Eu activează transcrierea genelor So (Sine oculis) și Eya (Ochi absenți), care acționează împreună pentru a activa gena Doc (Teckel) Săgețile verzi indică faptul că unele dintre proteinele de reglare formează o serie de bucle de feedback pozitiv interconectate care sporesc angajamentul inițial al celulelor față de dezvoltarea ochiului Pentru ca ochiul să se dezvolte, se știe că proteina Eu se leagă direct de numeroase gene țintă, inclusiv cele care codifică cristalinele lentilei, rodopsine și alte proteine fotoreceptoare (Adaptat după T Czerny și colab , Mol CeIII: - , Cu permisiunea lui Elsevier ) pentru a regla expresia genelor În celulele vertebratelor, metilarea citozinei este un mecanism puternic prin care profilurile de expresie a genelor sunt transmise celulelor fiice Forma metilată a citozinei, -metilcitozină ( -metil-C), are aceeași relație cu citozină ca și timina cu uracil, iar modificarea nu are nici un efect asupra împerecherii bazelor ( ) Metilarea ADN-ului la vertebrate este limitată este generată de nucleotidele de citozină (C) din secvența CG, care este asociată cu exact aceeași secvență (dar în orientare inversă) pe o altă catenă de ADN Prin urmare, moștenirea directă a tipului existent de metilare de către catenele ADN fiice este asigurată printr-un mecanism simplu O enzimă numită metiltransferază de întreținere acţionează în principal asupra acelor secvenţe CG care sunt asociate cu o secvenţă CG deja metilata Ca urmare, profilul de metilare (modelul) catenei de ADN părinte servește ca șablon pentru metilarea catenei fiice, ceea ce duce la faptul că aceasta este moștenită imediat după replicarea ADN-ului ( ) Moștenirea stabilă a modelelor de metilare a ADN-ului poate fi explicată prin acțiunea unei ADN metiltransferaze de întreținere Cu toate acestea, profilul de metilare a ADN-ului se modifică dinamic în timpul dezvoltării vertebratelor citozină -metilcitozină Orez , Formarea -metilcitozinei are loc în timpul metilării citozinei în dubla helix ADN La vertebrate, acest proces este limitat la resturile de citozină (C) situate în secvența CG A Mecanisme genetice moleculare metilare Replicarea ADN-ului ' citozină metilată nemetilată citozină Orez , Cum este moștenirea exactă a profilului de metilare a ADN-ului În ADN-ul vertebratelor, o parte semnificativă a resturilor de citozină care alcătuiesc secvența CG sunt metilate (vezi Fig ) Datorită acțiunii unei enzime de metilare dependente de metil (susținerea metiltransferazei), odată marcată cu grupări ADN-metil, este moștenită de moleculele de ADN fiice, așa cum se arată în figură ' metilare ' La scurt timp după fertilizare, un val de demetilare trece prin genom și majoritatea grupărilor metil din duoden se pierd O astfel de demetilare poate avea loc fie prin suprimarea activității DIC metiltransferazei de menținere, ceea ce duce la pierderea pasivă a grupărilor metil în timpul fiecărui ciclu de replicare a ADN-ului, fie datorită acțiunii unei enzime de demetilare specifice În etapele ulterioare de dezvoltare, noi modele de metilare sunt generate de mai multe ADN metiltransferaze sintetizate de novo, țintite către ADN prin proteine de legare la ADN-ul site-specific, unde modifică nucleotidele CG- nemetilate adiacente Odată stabilite noile modele de metilare, ele pot să fie propagate în timpul rundelor de replicare a ADN-ului datorită acţiunii metiltransferazelor de întreţinere Metilarea ADN-ului poate fi utilizată în diferite moduri în celulele vertebratelor Poate că rolul său cel mai important este de a lucra împreună cu alte mecanisme de control al expresiei genelor pentru a crea o formă deosebit de eficientă de represiune a genelor care poate fi transmisă celulelor fiice fără erori ( ) Astfel de combinația de mecanisme asigură că genele eucariote inutile pot fi suprimate cu eficiență ridicată De exemplu, intensitatea cu care o genă de vertebrat este transcrisă într-un țesut poate diferi de intensitatea într-un alt țesut printr-un factor de IO Genele de vertebrate neexprimate sunt mult mai puțin "fluide" în ceea ce privește transcripția decât genele bacteriene, în care cele mai mari diferențe cunoscute în intensitatea transcripției genelor exprimate și neexprimate nu depășesc nivelul de de ori Modul în care metilarea ADN-ului ajută la suprimarea expresiei genelor nu este încă pe deplin înțeles, dar două mecanisme principale au fost elucidate Metilarea ADN-ului în regiunea unui promotor de genă sau secvențele sale reglatoare poate fi direct Acum s-a demonstrat că ARN-ul necodant poate servi adesea ca "indicator țintă" pentru metilarea ADN-ului, precum și pentru modificarea histonelor ed Partea Mecanisme genetice de bază enzimă de modificare a histonelor ("scriitor") un complex de proteine reglatoare care suprimă expresia genelor proteina cititor de coduri proteina de legare a ADN-ului metilat Orez , Numeroase mecanisme sunt implicate în represiunea stabilă a genelor În acest exemplu schematic, proteinele histone "cititoare" și albe "scriitoare", sub controlul proteinelor reglatoare, formează o formă represivă a cromatinei ADN-metilaza nou sintetizată este atrasă de proteina "cititor" de histonă și metilează resturile de citozină învecinate de pe ADN, de care, la rândul lor, sunt atașate proteinele care se leagă de ADN-ul metilat În timpul replicării ADN-ului, unele dintre histonele modificate (albăstrui) vor fi moștenite pe un cromozom fiu, unele pe celălalt, iar în fiecare celulă fiică pot induce reconstrucția aceluiași profil de modificare a cromatinei (vezi Figura ) În același timp, mecanismul prezentat în Fig , va face ca ambii cromozomi fiice să moștenească același profil de metilare Cele două mecanisme de moștenire se vor întări reciproc dacă metilarea ADN-ului stimulează activitatea proteinei scriitoare de histonă Această schemă poate explica moștenirea atât a modificărilor histonelor, cât și a ADN-ului de către celulele fiice De asemenea, poate explica tendința unor modificări ale cromatinei de a se răspândi de-a lungul cromozomului (vezi Fig ) A Mecanisme genetice moleculare interferează cu legarea proteinelor necesare inițierii transcripției În plus, celula are un set de proteine care se leagă în mod specific de ADN-ul metilat (vezi Fig ), blocând astfel accesul la alte proteine O reflectare a rolului important al metilării ADN-ului la om este implicarea pe scară largă a erorilor în acest mecanism în dezvoltarea cancerului (vezi capitolul ) Vom reveni la subiectul tăcere a genelor prin metilarea ADN-ului mai târziu în acest capitol când vom discuta despre inactivarea cromozomilor X și alte exemple de tăcere a genelor la scară largă Dar mai întâi, să descriem alte câteva moduri în care metilarea ADN-ului ne afectează genomul Imprimarea genomică se bazează pe metilarea ADN-ului Celulele de mamifere sunt diploide și conțin un set de gene moștenite de la tată și un set de gene moștenite de la mamă Expresia unei mici părți a genelor depinde dacă acestea au fost moștenite de la mamă sau de la tată: în timp ce copia paternă a genei este activă, copia maternă a genei este tăcută și invers Acest fenomen se numește amprentare genomică Gena Igf pentru factorul de creștere asemănător insulinei- este considerată a fi un exemplu bine studiat de genă imprimată Gena Igf este necesară pentru creșterea intrauterină; iar șoarecii care nu o exprimă deloc se nasc cu jumătate din dimensiunea lor normală Cu toate acestea, transcripția provine doar din copia paternă a genei Igf și doar această copie este importantă pentru fenotip Ca urmare, un șoarece cu o genă Igf mutantă de la tată se naște mic, în timp ce un șoarece cu o genă Igf mutantă de la mamă este normal În stadiile timpurii de dezvoltare embrionare, genele care sunt imprimate sunt metilate în funcție de faptul că provin dintr-un spermatozoid sau dintr-un ovul Astfel, metilarea ADN-ului este folosită ca marker pentru a distinge între două copii ale unei gene care altfel ar fi identice (Figura ) Deoarece genele imprimate sunt protejate într-un fel de valul de demetilare care are loc la scurt timp după fertilizare (vezi Secțiunea ), o astfel de etichetă permite celulelor somatice să-și "amintească" care părinte este fiecare dintre cele două copii ale genei primite și în conformitate cu a reglementa exprimarea lor În cele mai multe cazuri, locul de imprimare metilat reprimă expresia din apropiere, dar în unele cazuri poate activa expresia genelor De exemplu, în ceea ce privește gena Igf , metilarea unui element izolator (vezi Figura ) pe cromozomul patern îi blochează funcția și permite amplificatorului de la distanță să activeze transcripția genei Igf Pe cromozomul matern, elementul izolator nu este metilat și, prin urmare, gena Igf nu este transcrisă (Fig ) De ce ar trebui să existe imprimarea rămâne un mister La vertebrate se limitează la mamiferele placentare și multe dintre genele imprimate sunt implicate în dezvoltarea fătului O idee este că amprentarea reflectă un compromis în lupta evolutivă dintre masculii care caută să producă cât mai mulți descendenți și femelele care își limitează dimensiunea Indiferent de încărcătura semantică, amprentarea oferă dovezi izbitoare că, pe lângă secvența de nucleotide, pot fi moștenite și alte caracteristici ale ADN-ului Partea Mecanisme genetice de bază şoarece femelă şoarece mascul AMBII PĂRINȚI EXPRIMĂ ACEEAȘI GENĂ O ALELĂ alela imprimată a genei A a exprimat ^ alela ARNm a genei A celulei somatice ARNm celula somatica eu eu ELIMINAREA AMPRINTEI ÎN CELULELE SEXUALE CU MEIOZA ULTERIORĂ AMPRINTA LA FEMEI SE STABILEAZA AMPRINTA SE STABILEASC LA MASCUL Orez , imprimarea mouse-ului Partea superioară a figurii prezintă o pereche de cromozomi omologi în celulele somatice a doi șoareci adulți: un mascul și o femelă În acest exemplu, ambii șoareci au moștenit cromozomul omolog superior de la tatăl lor și cromozomul omolog inferior de la mama lor, iar copia paternă a genei care este imprimată (prezentată în portocaliu) este metilata, împiedicând exprimarea acesteia Este exprimată copia mamei aceleiași gene (galben), restul figurii arată rezultatul încrucișării celor doi șoareci În timpul formării celulelor germinale, dar înainte de meioză, amprenta este îndepărtată Apoi, în stadiile mult mai ulterioare ale procesului de maturare a celulelor germinale, se suprapune amprentarea, deja specifică fiecărui sex (partea de mijloc a figurii) În ouăle femelei, niciuna dintre alelele genei A nu este metilata; în spermatozoizii masculului, ambele alele sunt metilate Figura de jos arată două modele posibile de imprimare care sunt moștenite de descendenți Mouse-ul din stânga are același tip de amprentare ca și părinții, în timp ce mouse-ul din dreapta are tipul opus Dacă două alele ale genei A sunt diferite, atunci aceste variante diferite de imprimare pot duce la diferențe fenotipice la descendenți, în ciuda faptului că poartă exact aceleași secvențe de ADN ale celor două alele ale genei A Amprentarea este o excepție importantă de la comportamentul genetic clasic, și se crede că câteva sute de gene de șoarece Cu toate acestea, majoritatea genelor de șoarece nu sunt imprimate și, prin urmare, legile lui Mendel de moștenire se aplică majorității genomului șoarecelui A Mecanisme genetice moleculare gena Igf gena Igf amplificator izolator element element amplificator izolator cromozom matern cromozom moștenit de la tată Orez , Mecanismul de amprentare a genei Igf de șoarece Pe cromozomii moșteniți de la mamă, o proteină numită CTCF se leagă de izolator (vezi Figura ), blocând comunicarea dintre amplificator (verde) și gena Igf (portocalie) Prin urmare, proteina Igf nu este exprimată din cromozomul moștenit de la mamă Ca urmare a imprimării, izolatorul de pe cromozomul primit de la tată este metilat, ceea ce duce la inactivarea acestuia din cauza blocării legării proteinei CTCF de acesta și permite amplificatorului să activeze transcripția genei Igf În alte exemple de imprimare, metilarea interferează cu expresia genelor prin interferarea cu legarea proteinelor necesare pentru transcrierea genelor În cursul evoluției, reziduurile de citozină metilate din genom tind să dispară, ceea ce se explică prin modul în care funcționează enzimele de reparare a ADN-ului Dezaminarea accidentală a citozinei nemetilate are ca rezultat uracil (vezi Fig ), care în mod normal nu face parte din ADN și, prin urmare, este ușor de recunoscut de enzima de reparare uracil-ADN glicozilaza, excizat și apoi înlocuit cu citozină (așa cum este descris în capitolul ) Cu toate acestea, consecințele dezaminării accidentale a -metil-C nu pot fi eliminate în acest fel, deoarece dezaminarea produce timină, care nu se poate distinge de alte resturi de timină nemutante care alcătuiesc ADN-ul Există un sistem special de reparare pentru a elimina astfel de nucleotide mutante de timină, dar multe dintre nucleotidele dezaminate trec neobservate, astfel încât aceste resturi de citozină metilate din genom tind să se transforme în timină în timpul evoluției În cursul evoluției, mai mult de trei din fiecare patru CG au fost pierdute în acest fel, ceea ce a condus la o scădere semnificativă a conținutului acestei dinucleotide în genomul vertebratelor Secvențele CG rămase sunt distribuite foarte neuniform în întregul genom: există regiuni separate cu lungimea de - de nucleotide, numite insule CG, în care conținutul CG este de - de ori mai mare decât media genomului Astfel de insulițe, cu unele excepții importante, par să rămână nemetilate în toate tipurile de celule Ele înconjoară adesea promotorii așa-numitelor gene de menaj, adică acele gene care codifică multe proteine care sunt necesare pentru viața celulei și, prin urmare, sunt exprimate în majoritatea celulelor ( ) Partea Mecanisme genetice de bază CG insuliță exonii intronii ARN ' gena dihidrofolat reductazei eu ADN ' gena hipoxantin fosforiboziltransferazei ADN ARN ' gena proteinei ribozomale i ARN ' ' ADN eu Eu b p Fig Insule CG care înconjoară un promotor în trei gene de gospodărie a mamiferelor Dreptunghiurile galbene marchează dimensiunea fiecărei insule Majoritatea genelor de mamifere (vezi Figura ) au exoni mai scurti (roșu închis) decât intronii (roz) (Adaptat de A R Bird, Trends Genet : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Distribuția insulelor CG (numite și insule CpG pentru a distinge dinucleotidele CG de perechile de baze CG) poate fi ușor explicată presupunând că metilarea CG a fost adoptată inițial de vertebrate ca o modalitate de a menține ADN-ul într-o stare inactivă din punct de vedere transcripțional (vezi Figura ) La vertebrate, noile mutații ale metilcitozinei la timină pot fi transmise generației următoare doar dacă apar în linia germinativă, linia celulară care dă naștere spermatozoizilor și ovulelor Majoritatea ADN-ului din celulele germinale de vertebrate este inactiv și foarte metilat Pe parcursul unei evoluții lungi, secvențele CG metilate din aceste regiuni inactive au fost aparent pierdute în timpul dezaminării spontane, ale cărei rezultate nu au fost corectate Cu toate acestea, promotorii genelor care rămân active în celulele germinale (inclusiv majoritatea genelor "de gospodărie") rămân nemetilați și, prin urmare, cu dezaminarea spontană a reziduurilor de citozină care apar în ele, aceștia pot fi reparați în mod inconfundabil În celulele vertebrate moderne, astfel de regiuni sunt conservate ca insule CG ( ) În plus, orice mutație în CG în genom care ar perturba funcția sau reglarea unei gene la un adult ar fi supus selecției negative, iar unele insule CG par a fi rezultatul unei densități excesive de secvențe CG critice pentru aceste gene Genomul mamiferelor conține aproximativ de insule CG Cele mai multe dintre insule marchează capetele ' ale unităților de transcripție și, astfel, probabil și capetele ' ale genelor Deci prezența lor ne oferă o modalitate convenabilă de a identifica genele în secvențele de ADN de vertebrate A Mecanisme genetice moleculare Orez , Mecanism care explică lipsa generală marcată a secvențelor CG și gruparea lor în insule CG în genomul vertebratelor Linia neagră marchează locația dinucleotidelor CG în secvența ADN, în timp ce capul roșu marchează gruparea metil de pe dinucleotida CG Secvențele CG situate în secvențele reglatoare ale genelor care sunt transcrise în celulele germinale nu sunt metilate și, prin urmare, tind să fie conservate în timpul evoluției Pe de altă parte, secvențele CG metilate tind să se piardă în dezaminarea -metilcitozinei la timină numai dacă secvența CG nu este semnificativă pentru supraviețuire ADN-ul ancestral al vertebratelor ARN metilare a majorității secvențelor CG din celulele germinale IIIIIIIII І-L ' , ,І~ - multe milioane de ani de evoluție ADN-ul VERTEBRAT eu eu Insula CG După cum am menționat mai sus, în organism, după ce o celulă se diferențiază într-un anumit tip de celulă, de obicei își păstrează specializarea, iar atunci când se împarte, celulele fiice moștenesc același caracter specializat De exemplu, celulele hepatice, celulele pigmentare și celulele endoteliale ( descrise în capitolul ) se divid de mai multe ori în timpul vieții unui individ și fiecare dintre ele formează în mod inconfundabil celule fiice de același tip Astfel de celule diferențiate trebuie să-și memoreze modelul specific de expresie a genelor și să-l transmită descendenților lor în timpul tuturor diviziunilor celulare ulterioare Am oferit deja mai multe moduri de a permite celulelor fiice să-și "amintească" ce tip de celulă ar trebui să devină Una dintre cele mai simple moduri este printr-o buclă de feedback pozitiv în care o proteină reglatoare cheie activează direct sau indirect transcrierea propriei sale gene (vezi figurile și ) Buclele de feedback pozitiv interconectate oferă o stabilitate și mai mare prin tamponarea sistemului de circuit împotriva fluctuațiilor nivelului oricărei proteine de reglare (Figurile b și ) De asemenea, sa observat anterior că metilarea ADN-ului poate servi ca o modalitate de a transmite descendenților modelele de expresie a genelor (vezi Fig ) Buclele de feedback pozitiv și metilarea ADN-ului sunt comune atât la bacterii, cât și la eucariote, dar eucariotele au și alte modalități de a menține o stare diferențiată a celulei prin multe diviziuni celulare Conform capitolului , structura cromatinei în sine poate fi transmisă în mod inconfundabil de la celula părinte la celula fiică Există mai multe mecanisme pentru aceasta, dar cel mai simplu se bazează pe modificarea covalentă a histonelor După cum am aflat deja, astfel de modificări formează un "cod de histonă" care conține diferite tipuri de modificări care servesc ca locuri de legare pentru diferite proteine "cititoare" Dacă aceste proteine la rândul lor acționează ca (sau Partea Mecanisme genetice de bază atrag) enzime "scriitoare" care reproduc exact tipurile de modificare care le-au atras inițial, apoi distribuția regiunilor cromatinei active și silentioase poate fi moștenită cu acuratețe (vezi Fig ) Într-un fel, modificarea histonelor auto-susținută este o formă de buclă de feedback pozitiv care este asociată cu ADN-ul, dar nu necesită ca secvența ADN-ului în sine să fie implicată Capacitatea unei celule fiice de a păstra memoria profilurilor de expresie genetică care au existat în celula părinte este un exemplu de moștenire epigenetică Semnificațiile acestui termen diferă ușor în diferite domenii ale biologiei, dar îl vom folosi în sensul cel mai larg pentru a acoperi orice diferență ereditară în fenotipul unei celule sau organism care nu este rezultatul modificărilor secvenței de nucleotide ADN (vezi Fig ) Am analizat acum trei dintre cele mai importante mecanisme care stau la baza modificărilor epigenetice, dar există și altele (Fig ) În celule, aceste mecanisme se combină adesea pentru a se asigura că modelele de expresie genetică sunt menținute și moștenite în mod precis și fiabil - în cazul nostru, pentru perioade de până la de ani sau mai mult De mai bine de jumătate de secol, biologii au fost preocupați de ideea ADN-ului ca purtător al informațiilor noastre ereditare, iar acest lucru este absolut adevărat Cu toate acestea, a devenit clar că cromozomii umani poartă, de asemenea, o cantitate mare de informații care sunt epigenetice și nu sunt conținute în secvența ADN-ului în sine Imprimarea este un exemplu Un altul se observă cu fenomenul de expresie mono-alelice (mono-alelic expresiori), când se exprimă doar una din două copii ale anumitor gene umane Pentru multe dintre aceste gene, decizia despre care alele să se exprime și care alele să fie suprimată este aleatorie, dar odată luată, este transmisă celulelor fiice Mai jos vom vedea un caz extrem de manifestare a acestui fenomen în timpul inactivării cromozomului X La oameni, efectul combinat al modificărilor epigenetice aleatorii și declanșate de mediu poate fi văzut prin compararea gemenilor identici Genomul lor împărtășește aceeași secvență de nucleotide, dar când se compară modificarea histonelor și profilele de metilare a ADN-ului, se observă numeroase diferențe Deoarece aceste diferențe se corelează aproximativ nu numai cu vârsta, ci și cu timpul în care gemenii s-au despărțit, se crede că unele dintre aceste schimbări sunt rezultatul factorilor de mediu (Fig ) Cercetarea epigenomului este în stadiile sale incipiente, dar ideea că evenimentele din mediu pot fi imprimate permanent celulelor noastre este incitantă și prezintă o provocare importantă pentru următoarea generație de oameni de știință în domeniul biologic Modificările în structura cromatinei unui întreg cromozom pot fi moștenite S-a remarcat deja că stările cromatinei și metilarea ADN-ului pot fi moștenite, ajutând la formarea și menținerea profilurilor de expresie genetică pe parcursul multor generații de celule Poate cel mai frapant exemplu al acestui efect apare la mamifere, în care o modificare a structurii cromatinei a unui întreg cromozom poate modula nivelurile de expresie ale tuturor genelor de pe acel cromozom A Mecanisme genetice moleculare A) FEEDBACK POZITIV cromatina activă A) MODIFICAREA HISTONEI proteină normal pliată ADN nemetilat metilat METILAREA ADN-ului proteină pliată greșit (prion) STARE DE AGREGARE PROTEINĂ Orez , Patru mecanisme diferite care pot provoca forma epigenetică de ereditare vania în corp (A se vedea Figura pentru moștenirea modificării histonelor; a se vedea Figura pentru moștenirea conformației proteinei ) Bărbații și femelele diferă prin cromozomii lor sexuali (cromozomi sexuali) Femeile au doi cromozomi X, în timp ce bărbații au un cromozom X și unul Y Ca rezultat, celulele feminine conțin de două ori mai multe copii ale genelor cromozomului X decât celulele masculine La mamifere, cromozomii sexuali X și Y sunt fundamental diferiți în compoziția genelor Cromozomul X este mare și conține mai mult de de gene, în timp ce cromozomul Y este mic și conține mai puțin de de gene Mamiferele au dezvoltat un mecanism de compensare a dozei genetice pentru a echilibra doza de produse genetice ale cromozomului X între masculi și femele Mutațiile care interferează cu compensarea dozei sunt legale - raportul corect dintre produsele genei cromozomului X și produsele genei autozomale (non-cromozomului sexual) este un parametru critic de supraviețuire Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Gemeni identici care au crescut separat (Cu amabilitatea lui Nancy L Segal ) La mamifere, compensarea dozei genelor se realizează prin inactivarea transcripțională a unuia dintre cei doi cromozomi X din celulele somatice feminine, un proces cunoscut sub numele de inactivare X Într-un stadiu incipient al dezvoltării embrionului feminin, atunci când acesta este format din câteva mii de celule, unul dintre cei doi cromozomi X din fiecare celulă este puternic condensat într-un tip de heterocromatină Cromozomul X condensat poate fi observat cu ușurință la microscopul luminos în celulele de interfază: este situat în vecinătatea membranei nucleare ( ), iar numele său inițial a fost corpul Barr Ca urmare a inactivării, doi cromozomi X pot coexista în același nucleu, expuși la aceleași proteine reglatoare difuze, dar cu totul diferite în exprimarea genelor lor Alegerea inițială a cărui cromozomi X să fie inactivat, moștenit de la mamă (Xm) sau moștenit de la tată (Xo), este aleatorie După ce au fost inactivate, Xo sau Xm rămân inactive în timpul tuturor diviziunilor ulterioare ale acestei celule și ale descendenților ei, ceea ce indică faptul că starea inactivă este menținută în mod regulat în timpul multor cicluri de replicare și mitoză ADN Deoarece inactivarea cromozomului X este un eveniment aleatoriu și are loc după ce câteva mii de celule s-au format deja în embrion, fiecare organism feminin este un mozaic de grupuri clonale de celule în care X este inactivat - sau cromozomul Xm ( ) Aceste clone Grupurile surori sunt aranjate în grupuri mici în organismul adult, deoarece celulele surori tind să rămână în contact strâns unele cu altele în ultimele etape de dezvoltare De exemplu, inactivarea cromozomului X Orez , Inactivarea cromozomului X în celulele feminine o) Doar cromozomul X inactivat este acoperit cu XIST-ARN, vizualizat aici prin hibridizare in situ cu ARN marcați fluorescent având o secvență de nucleotide complementară Figura prezintă nucleii a două celule învecinate, b) Aceeași probă, colorată cu anticorpi împotriva unei componente din grupul de proteine Polycomb care acoperă cromozomul X și ajută la suprimarea expresiei genelor acestuia (Din B Panning, Methods EnzymoL : - , Prin amabilitatea Academic Press ) A Mecanisme genetice moleculare celula embrionară timpurie Ho hmm numai Xm este activ în această clonă numai hos sunt activi în această clonă Orez , Inactivarea cromozomului X Moștenirea clonală a unui cromozom X condensat, inactiv, așa cum se întâmplă la mamiferele femele cauzează blană roșie-neagră de coajă de țestoasă la unele pisici La aceste pisici, un cromozom X poartă o genă care dă culoarea blanii roșii, iar celălalt cromozom X poartă o alelă a aceleiași gene, ceea ce are ca rezultat culoarea blanii negre Aceasta este o inactivare aleatorie a cromozomului X, care dă naștere la pete de celule de diferite culori Spre deosebire de pisici, pisicile din această linie genetică sunt fie complet roșii, fie complet negre, în funcție de cromozomul X pe care l-au moștenit de la mamele lor Inactivarea cromozomului X este menținută pentru mii de diviziuni celulare, dar nu este întotdeauna constantă În special, este reversibilă în timpul formării celulelor germinale, astfel încât toate ovocitele haploide conțin un cromozom X activ și își pot exprima produsele genice Cum este inactivată transcrierea unui întreg cromozom? Inactivarea cromozomului X începe și se răspândește dintr-un singur loc din mijloc Partea Mecanisme genetice de bază Cromozomul X, centrul de inactivare a cromozomului X (XIC) XIC codifică o moleculă de ARN neobișnuită, ARN XIST, care este exprimată exclusiv din cromozomul X inactiv și a cărei expresie este necesară pentru inactivarea sa Nicio proteină nu este sintetizată din XIST-ARN și rămâne în nucleu, unde în cele din urmă acoperă întregul cromozom X inactiv Distribuția XIST-ARN, pornind de la XIC și în tot cromozomul, coincide cu distribuția tăcere genei, indicând faptul că XIST-ARN dirijează formarea și expansiunea regiunii heterocromatinei ( ) În mod curios, aproximativ % din genele de pe cromozomul X evitați această reprimare transcripțională și rămâneți activi Pe lângă faptul că conține ARN XIST, heterocromatina cromozomului X se caracterizează și prin prezența unei variante specifice de histonă A, hipoacetilarea histonelor H și H , ubiquitilarea histonei A, metilarea pozițiilor specifice pe histona H și variante specifice de metilare a ADN-ului (în ceea ce privește ipoteza cum toate aceste caracteristici pot fi legate cauzal, vezi Fig ) Combinația acestor modificări pare să facă majoritatea cromozomului X inactivat neobișnuit de imun la transcripție Deoarece, în principiu, aceste modificări sunt cel puțin autopropagabile, este ușor de observat cum, după inactivarea cromozomului X, această stare poate fi menținută stabil pe mai multe diviziuni celulare Multe proprietăți ale inactivării cromozomului X la mamifere rămân nedescoperite Cum se ia decizia inițială: care dintre cromozomii X ХІС transcriere XIST-PHK activ cromozomul X cromozomul X inactiv Orez , Inactivarea cromozomului X la mamifere Inactivarea cromozomului X începe cu sinteza XIST-ARN (transcripția specifică a inactivarii X) din locusul XIC (centrul de inactivare X) Asocierea XIST-ARN cu unul dintre cei doi cromozomi X feminini este corelată prin condensarea acelui cromozom În stadiile incipiente ale embriogenezei, ambele procese, atașarea XIST-ARN și condensarea cromozomilor, se deplasează treptat de la locusul XIC către capetele cromozomului Detaliile despre cum se întâmplă acest lucru sunt încă nedescifrate A Mecanisme genetice moleculare inactiv? Ce mecanism previne inactivarea și a celuilalt cromozom X? Cum coordonează XIST-ARN formarea heterocromatinei? Cum unele gene de pe cromozomul X scapă de inactivare? Abia începem să înțelegem acest mecanism de reglare a genelor, care este cheia supraviețuirii propriei noastre specii Inactivarea cromozomului X la femele este doar una dintre modalitățile prin care organismele care se reproduc sexual realizează compensarea dozei genelor La Drosophila, majoritatea genelor de pe unicul cromozom X găsite în celulele masculine sunt transcrise la aproximativ de două ori mai mult decât omologii lor în celulele feminine Această "reglare" specifică masculină a transcripției este rezultatul unei modificări a structurii cromatinei pe întregul cromozom X masculin Complexul de compensare a dozei genelor conține mai multe enzime care modifică histonele, precum și două ARN-uri necodificatoare transcrise din cromozomul X Se adună la sute de locuri de-a lungul cromozomului X și generează modele de modificare a histonelor despre care se crede că cresc intensitatea transcripțională, prin efectele asupra inițierii sau alungirii transcripției, a majorității genelor cromozomului X masculin La nematozi, este utilizat un al treilea tip de strategie de compensare a dozării genelor În acest caz, cele două sexe sunt reprezentate de bărbați (cu un cromozom X) și hermafrodiți (cu doi cromozomi X), iar compensarea dozei are loc printr-o reglare în jos de aproximativ două ori a transcripției fiecăruia dintre cei doi cromozomi X din celulele hermafrodite Acest lucru se realizează prin modificări structurale la nivelul cromozomilor la nivelul cromozomilor X ai hermafrodiților (Fig ) Complexul de compensare a dozei genice, care este complet diferit de complexul Drosophila și seamănă în schimb cu complexul de condensină (condensină) care asigură compactarea cromozomilor în timpul mitozei și meiozei (vezi Fig ), este asamblat de-a lungul fiecărui cromozom X al hermafroditului și cu ajutorul mecanismului necunoscut impune o represiune globală dublă asupra nivelului normal de expresie al fiecărei gene Strategia și mijloacele folosite pentru a induce compensarea dozei genetice diferă între mamifere, muște și viermi, dar toate implică modificări structurale care afectează întregul cromozom X Este probabil ca în cursul evoluției să existe o adaptare și o ajustare independentă a trăsăturilor caracteristice ale structurii cromozomilor, care sunt destul de comune tuturor, pentru a depăși problema specificității ridicate în reglarea genelor, care este întâlnită de animale care se reproduc sexual Există zgomote surprinzătoare în sistemul care controlează expresia genelor Până acum, în acest capitol, am tratat expresia genelor ca și cum ar fi un proces strict determinist, astfel încât, dacă s-ar cunoaște concentrația tuturor proteinelor de reglare relevante și a altor molecule de control, atunci nivelul de expresie a genei ar putea fi prezis cu precizie De fapt, comportamentul celulei este inerent unui număr mare de abateri aleatorii Acest lucru se datorează parțial fluctuațiilor aleatorii care apar în mediu și acest lucru perturbă concentrațiile de molecule de reglare din interiorul celulei într-un mod imprevizibil O altă cauză posibilă în unele cazuri poate fi comportamentul haotic al sistemului de control intracelular Analiza matematică arată că chiar și controlere destul de simple Partea Mecanisme genetice de bază Yumkm Orez , Localizarea proteinelor responsabile de compensarea dozelor de gene în raport cu cromozomii X în nucleele hermafroditului (XX) C elegans Această figură prezintă numeroase nuclee prelevate dintr-un embrion în curs de dezvoltare Tot ADN-ul este colorat cu cian folosind colorantul de intercalare a ADN-ului DAPI, iar proteina Sdc este colorată cu roșu folosind anticorpi anti- c!c conjugați cu un colorant fluorescent Experiența a arătat că proteina Sdc se asociază doar cu un set limitat de cromozomi, identificați în alte experimente ca doi cromozomi X Proteina Sdc se leagă de-a lungul întregii lungimi a cromozomului X și atrage complexul de compensare a dozării genei (Din H E Dawes et al , Science : - , Cu amabilitatea AAAS ) sistemele pot fi extrem de sensibile la parametrii de control în așa fel încât, de exemplu, o mică diferență în condițiile inițiale poate duce la un rezultat complet diferit pe termen lung Dar, pe lângă aceste motive de imprevizibilitate, există un motiv suplimentar, mai fundamental, pentru care comportamentul celular este într-o anumită măsură "neapărat aleatoriu" Celulele sunt sisteme chimice compuse dintr-un număr relativ mic de molecule, iar reacțiile chimice la nivelul moleculelor individuale au loc în mod esențial aleatoriu sau stocastic O moleculă dată pe unitatea de timp suferă o reacție chimică cu o anumită probabilitate, dar este imposibil de prezis dacă acest lucru se întâmplă într-adevăr la un moment dat - depinde de coliziunile termice aleatorii și de regulile probabilistice ale mecanicii cuantice Cu cât este mai mic numărul de molecule care controlează procesul din interiorul celulei, cu atât aceasta va fi mai afectată de caracterul aleatoriu al acțiunilor chimice la un singur nivel molecular Astfel, există un anumit grad de aleatorie în fiecare aspect al comportamentului celular, dar anumite procese sunt predispuse la aceasta într-un grad ridicat În special, controlul transcripției depinde de starea chimică exactă a genei Luați în considerare un caz ideal simplu în care o genă este transcrisă atâta timp cât o proteină activatoare transcripțională este legată de regiunea sa reglatoare și devine inactivă din punct de vedere transcripțional dacă acea proteină nu este legată A Mecanisme genetice moleculare Asocierea/disocierea dintre regiunea de reglare a ADN-ului și proteină este stocastică: dacă timpul de înjumătățire tx al stării legate este de o oră, atunci gena poate rămâne activă uneori timp de de minute sau mai puțin și uneori ore în șir înainte de proteina activatoare se disociază Astfel, transcripția va fluctua între stările active și inactive într-un mod esențial aleatoriu Rata medie de oscilație și raportul dintre timpul mediu petrecut în starea activă și timpul petrecut în starea inactivă vor fi determinate de valorile &ІІsact și &act pentru reacția de legare și concentrația proteinei activatoare în celulă Numărul de transcrieri de gene acumulate într-o celulă va fluctua în mod corespunzător; dacă durata de viață a transcrierilor este mai mare decât tx, fluctuațiile vor fi netezite; dacă sunt mai mici, vor fi ascuțite O modalitate de a demonstra astfel de fluctuații aleatorii în expresia copiilor individuale ale genelor este prin inginerie genetică a celulelor în care o copie a regiunii de control a genei este fuzionată cu secvența care codifică proteina reporter fluorescent verde, iar cealaltă copie este fuzionată în mod similar la secvența care codifică proteina reporter fluorescent verde protein reporter fluorescent roșu Ambele aceste constructe genetice sunt situate în aceeași celulă și sunt expuse la aceleași influențe ale mediului, dar fluctuațiile nivelului de exprimare a acestora apar independent Ca urmare, într-o populație de celule care poartă aceeași pereche de constructe, unele celule sunt verzi, altele sunt roșii, iar altele sunt un amestec al celor două culori și astfel sunt reprezentate prin nuanțe diferite de galben (vezi Figura ) Într-un caz mai general, decizia despre soarta unei celule este adesea "luată" stocastic, aparent datorită unor astfel de fluctuații aleatorii; în capitolul , care discută despre originea diferitelor tipuri de leucocite, vom întâlni din nou fenomene similare În unele tipuri de celule și pentru unele aspecte ale comportamentului celular, aleatorietatea descrisă recent în controlul transcripției genelor este probabil să devină principala sursă de variație aleatorie; în alte tipuri de celule, predomină alte surse de variație aleatorie Dacă zgomotul din sistemul de control ar fi periculos, atunci ar fi dezvoltate mecanisme speciale de reglementare pentru a minimiza efectele acestuia; bucla de feedforward descrisă mai devreme este un exemplu de astfel de dispozitiv pentru a ajuta la filtrarea efectelor fluctuațiilor rapide ale semnalului de control Dar în toate celulele, un anumit grad de aleatorie este inevitabil Aceasta este o caracteristică fundamentală a comportamentului celular Concluzie Multe tipuri de celule animale și vegetale sunt formate în cea mai mare parte folosind mecanisme care provoacă transcrierea diferitelor seturi de gene în celule diferite Deoarece celulele animale specializate își pot păstra caracterul unic pe parcursul multor cicluri de diviziune celulară și chiar și atunci când cresc în cultură, mecanismele de reglare ale genelor implicate în crearea lor, odată stabilite, trebuie să fie stabile și moștenite în timpul diviziunii celulare Aceste calități reflectă memoria celulei despre istoria dezvoltării sale Bacteriile și drojdia demonstrează, de asemenea, memorie celulară și sunt sisteme model extrem de accesibile pentru studierea mecanismelor de reglare a genelor Buclele de feedback pozitiv direct sau indirect care permit proteinelor reglatoare să-și mențină și să-și mențină propriile Partea Mecanisme genetice de bază sinteza, oferă cel mai simplu mecanism pentru memoria celulară Lanțurile transcripționale servesc și ca mijloace în celulă pentru efectuarea operațiilor logice și măsurarea timpului Lanțurile simple de transcripție, combinate în rețele mari de reglementare, realizează programe complexe de dezvoltare embrionară La eucariote, transcripția oricărei gene particulare este controlată în principal de o combinație de proteine reglatoare Se crede că fiecare tip de celulă dintr-un organism eucariot superior conține un set specific de proteine reglatoare care asigură expresia doar acelor gene care corespund acestui tip de celulă Orice proteină reglatoare particulară poate fi activă într-o mare varietate de circumstanțe și este de obicei implicată în reglarea multor gene diferite Spre deosebire de bacterii, celulele eucariote folosesc stările moștenite de condensare a cromatinei ca un mecanism suplimentar pentru reglarea expresiei genelor și crearea memoriei celulare Un exemplu deosebit de izbitor este inactivarea întregului cromozom X la mamiferele femele Metilarea ADN-ului poate efectua, de asemenea, tăcere genetică, care va fi moștenită În plus, acest mecanism stă la baza fenomenului de amprentare genomică la mamifere, în care expresia unei gene depinde dacă aceasta a fost moștenită de la mamă sau de la tată Controale post-transcripționale În principiu, fiecare pas necesar pentru exprimarea genelor poate fi controlat Într-adevăr, pot fi găsite exemple pentru fiecare tip de reglare și multe gene sunt reglementate printr-o varietate de mecanisme După cum sa menționat mai sus, controlul inițierii transcripției genelor este o formă extrem de importantă de reglare pentru toate genele Dar, în etapele ulterioare ale căii ADN-la-proteină, pot funcționa și alte controale, reglând cantitatea de produs genetic produs și, în unele cazuri, determinând secvența exactă de aminoacizi a produsului proteic Aceste controale post-transcripționale, care acționează după ce ARN polimeraza sa legat de un promotor al genei și a început sinteza ARN, sunt cheia pentru reglarea mai multor gene În secțiunile următoare, vom lua în considerare variantele de reglare post-transcripțională în ordinea lor în timp, în funcție de succesiunea de evenimente pe care o poate suferi o moleculă de ARN după ce a început transcripția ei (Fig ) Atenuarea transcripției duce la terminarea prematură a sintezei unor molecule de ARN Se știe de multă vreme că expresia anumitor gene în bacterii este inhibată prin terminarea prematură a transcripției, fenomen numit atenuare a transcripției Uneori, în astfel de cazuri, catena de ARN în creștere adoptă o conformație care duce la interacțiunea sa cu ARN polimeraza și în așa fel încât transcripția se oprește Dacă este necesar să se sintetizeze un produs genic, proteinele reglatoare se leagă de lanțul de ARN în creștere și previn atenuarea, permițând transcripției să se desfășoare la o moleculă de ARN completă Atenuarea transcripțională operează și la eucariote Un exemplu bine studiat apare în timpul ciclului de viață al HIV, virusul imunodeficienței Controale posttranscripționale Orez , Controlul posttranscripțional al expresiei genelor Rata finală a sintezei proteinelor poate fi, în principiu, controlată la oricare dintre acești pași Splicing-ul, editarea ARN-ului și recodificarea translației (descrise în capitolul ) pot modifica, de asemenea, secvența de aminoacizi a unei proteine, permițând unei celule să producă mai mult de o variantă de proteină din aceeași genă Probabil că doar câțiva dintre pașii enumerați aici sunt critici în reglarea oricărei proteine în particular ÎNCEPEREA TRANSCRIPȚIEI ARN POSIBILE ATENUARE COPIERE '-CAFĂȚI ȘI clivaj transcrierea ARN s întrerupt h nefuncțional secvențe de ARNm POSIBILĂ EDITARE ARN EXPORT LA CORE cel al persoanei care provoacă sindromul imunodeficienței dobândite sau SIDA Odată introdus în genomul gazdei, ADN-ul viral este transcris de ARN polimeraza II a celulei (vezi Figura ) Cu toate acestea, polimeraza termină de obicei transcripția după sinteza transcrierilor de câteva sute de nucleotide în lungime și, prin urmare, transcrie ineficient întregul genom viral În condiții optime pentru creșterea virusului, o proteină codificată viral numită Tat, care se leagă de o structură specifică de tulpină-buclă pe catena de ARN în creștere care conține o bază bombată, inversează această terminare prematură După legarea de această structură specifică de ARN (numită Tag), Tat asamblează mai multe proteine celulare care permit ARN polimerazei să continue transcripția Rolul a cel puțin mai multor dintre aceste proteine în stare normală este de a preveni oprirea și încetarea prematură a sintezei ARN polimerazei în timpul transcripției genelor celulare normale Genele eucariote conțin adesea introni lungi, iar pentru a avea loc o transcripție eficientă a genei, ARN polimeraza II nu își poate permite LOCALIZARE SPATIALA IN CITOPLASMA întârziere I-editing) și deaminarea citozinei cu formarea de uracil (C -> U-editing, vezi Fig ) Deoarece astfel de modificări chimice modifică proprietățile împerecherii bazelor (perechile de inozină cu citozină și perechile de uracil cu adenina), ele pot afecta semnificativ semnificația ARN-ului Dacă editarea are loc în regiunea de codificare, poate schimba secvența de aminoacizi a proteinei sau poate duce la o proteină trunchiată Editarea care are loc în afara secvențelor de codificare poate afecta splicing-ul pre-ARNm, transportul ARNm de la nucleu la citosol sau eficiența traducerii ARN Procesul de editare A -> I este predominant în special la oameni, unde se estimează că afectează mai mult de de gene Acest tip de editare este realizat de enzime numite ADAR (adenozin deaminaze care acționează asupra ARN) Ei recunosc o structură de ARN dublu catenară formată prin împerecherea situsului care este editat cu o secvență complementară situată undeva pe aceeași moleculă de ARNm, de obicei în intronul '-terminal ( ) Astfel de secvențe complementare determină dacă ARNm va fi editat sau nu și, dacă răspunsul este da, locația exactă în care va avea loc Un exemplu deosebit de important de editare A-I apare în cazul ARNm care codifică un canal ionic dependent de mediator din creier Editarea constă doar în înlocuirea glutaminei cu arginină; aminoacidul afectat este situat pe peretele interior al canalului, iar substituția care a avut loc în timpul editării modifică permeabilitatea canalului pentru Ca + Importanța acestei editări a fost demonstrată la șoarecii cărora le-a fost ștearsă gena ADAR corespunzătoare Șoarecii mutanți au fost predispuși la convulsii epileptice și au murit în timpul sau la scurt timp după înțărcare Dacă gena canalului ionic a fost mutată pentru a produce direct o formă editată a proteinei, șoarecii care nu au enzima ADAR s-au dezvoltat în mod normal, arătând că editarea normală a ARN-ului canalului ionic este un eveniment critic pentru dezvoltarea creierului Editarea C -> U de către un set diferit de enzime este, de asemenea, critică la mamifere De exemplu, în anumite celule intestinale, ARNm al apolipoproteinei B este supus editării C -> U, rezultând în Orez Mecanismul A -> I-editarea la mamifere Secvențele de ARN situate pe aceeași moleculă de ARN indică locul de editare De obicei, secvența complementară site-ului de editare este situată pe intron, iar structura ARN dublu catenară rezultată atrage enzima ADAR, care efectuează editarea A-> Acest tip de editare are loc în nucleu înainte ca pre-ARNm să fie procesat integral Atât șoarecii, cât și oamenii au trei enzime ADAR: ADR este necesară în ficat pentru dezvoltarea normală a RBC, ADR este necesară pentru dezvoltarea normală a creierului (așa cum este descris în text), iar rolul ADR nu a fost determinat enzimă ADAR- *z exon intron Partea Mecanisme genetice de bază se formează un codon stop prematur și, în consecință, se sintetizează o formă trunchiată a proteinei În celulele hepatice, enzima de editare nu este exprimată și se sintetizează forma completă a apolipoproteinei B Cele două izoforme ale proteinei au proprietăți diferite, iar fiecare joacă un rol specializat în metabolismul lipidic specific organului în care se formează De ce există editarea ARN rămâne un mister O idee este că a apărut în cursul evoluției pentru a corecta "greșelile" din genom O altă sugestie este că a apărut ca un fel de mod neglijent ca celula să producă proteine ușor diferite din aceeași genă O a treia posibilitate este că editarea ARN-ului a evoluat inițial ca mecanism de apărare împotriva retrovirusurilor și retrotranspozonilor și a fost adaptată ulterior de celulă pentru a schimba semnificația anumitor ARNm Într-adevăr, editarea ARN-ului joacă încă un rol important în protejarea celulei Unele retrovirusuri, inclusiv HIV (vezi Figura ), sunt puternic modificate după ce infectează celulele Această hiper-editare generează multe mutații dăunătoare în genomul ARN viral și, de asemenea, provoacă ARNm virale să rămână în nucleu, unde sunt în cele din urmă degradate Deși unii retrovirusuri moderne se apără împotriva acestui mecanism, se pare că ajută la menținerea multor viruși sub control La primate, frecvența editării A->I este mult mai mare decât la alte mamifere și, în majoritatea cazurilor, apare pe ARN-uri transcrise din elementele Alu abundente S-a emis ipoteza că editarea A -> I a împiedicat aceste elemente transpozabile să preia complet genomul nostru prin inactivarea transcriptelor de ARN necesare proliferării lor (vezi Figura ) Dacă această idee este corectă, atunci editarea ARN-ului poate fi influențat profund formarea genomului uman modern Exportul de ARN din nucleu poate fi reglat Potrivit estimărilor, doar aproximativ o douăzecime din întreaga masă de ARN sintetizat părăsește limitele nucleului celular la mamifere Conform Capitolului , cele mai multe molecule de ARN de la mamifere sunt procesate extensiv, iar fragmentele de ARN "rămase" (introni excizati și secvențele de ARN de la capătul ' la locul de clivaj/poliadenilare) sunt degradate în nucleu ARN-urile procesate incomplet sau deteriorate în alt mod sunt, de asemenea, degradate în cele din urmă ca parte a sistemului de control al calității pentru producția de ARN După cum este descris în capitolul , exportul moleculelor de ARN din nucleu este întârziat până la sfârșitul procesării Cu toate acestea, mecanismele care ignoră în mod deliberat acest punct de control pot fi utilizate pentru a regla expresia genelor Această strategie pune bazele pentru unul dintre cele mai bine studiate exemple de ARNm de transport nuclear reglementat, care apare în virusul uman SIDA, HIV Capitolul a observat că HIV, odată ce intră într-o celulă, dirijează formarea unei copii ADN dublu catenar a genomului său, care apoi se integrează în genomul gazdei (vezi Figura ) Odată integrat, ADN-ul viral este transcris de ARN polimeraza II a celulei gazdă ca o singură moleculă lungă de ARN Această transcriere este apoi îmbinată în multe moduri diferite pentru a produce peste de tipuri diferite de ARNm, care, la rândul lor, sunt traduse într-o varietate de proteine (Fig ) Pentru formarea descendenților virali, întregi, nespliced Controale posttranscripționale Gag PolVifvPr VpuEnv Tat RevNefviral ADN integrat în genomul gazdei b' situsuri de splicing i ' situsuri de splicing ♦ fi I RRE ■ ARN tviral Orez Genomul compact al virusului imunodeficienței umane (HIV) Locațiile celor nouă gene HIV sunt afișate cu verde Linia dublă roșie indică copia ADN-ului genomului viral care s-a integrat în ADN-ul gazdă (gri) Rețineți că regiunile de codificare ale multor gene se suprapun, iar regiunile de codificare ale genelor Tat și Rev sunt separate de introni Linia albastră din partea de jos a figurii ilustrează transcriptul ADN-ului viral pre-ARNm și locația tuturor locurilor posibile de îmbinare (săgeți) Există multe opțiuni alternative de îmbinare pentru transcrierea virală De exemplu, ARNm al genei Epv reține un intron care este excizat din ARNm al genelor Tot și Rev Elementul de detectare a turației (RRE) este reprezentat ca o bilă albastră pe un baston Este o bucată de ARN cu de nucleotide care se pliază într-o structură specifică; proteina Rev recunoaște un ac de păr specific în această structură mai mare Gena Gag codifică o proteină care este tăiată în câteva proteine mai mici care formează capsida virală Gena Pol codifică o proteină care este scindată pentru a forma o transcriptază inversă (transcrie ARN-ul în ADN), precum și o integrază implicată în inserția genomului viral (sub formă de ADN dublu catenar) în genomul gazdă Proteina Pol se formează prin deplasarea cadrului de citire al ribozomului în timpul translației pornind de la gena Gag (vezi Fig ) Gena Env codifică proteinele anvelopei (vezi Figura ) Proteinele Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu și Nef sunt proteine mici cu multe funcții De exemplu, Rev reglează exportul nuclear (vezi Figura ) și Tat reglează alungirea transcripției în întregul genom viral integrat (vezi Secțiunea ) transcrierile virale trebuie exportate din nucleu în citosol, unde sunt împachetate în capside virale ca genom viral (vezi Figura ) O transcriere atât de mare, precum și mARN-urile HIV îmbinate alternativ, încât virusul trebuie să se deplaseze în citoplasmă pentru a începe sinteza proteinelor, încă poartă introni întregi Prin urmare, interzicerea normală a celulei gazdă privind exportul nuclear de molecule de ARN nespliced este o problemă specială pentru HIV Virusul depășește această inhibiție într-un mod foarte ingenios Acesta codifică o proteină Rev care se leagă de o secvență specifică de ARN numită element de răspuns la Rev (RRE) situat în intronul viral Proteina Rev interacționează cu receptorul de export nuclear (exportina ), care direcționează mișcarea ARN-urilor virale prin porii nucleari în citosol, în ciuda prezenței secvențelor de intron Capitolul discută în detaliu cum funcționează receptorii de export Reglarea exportului nuclear de către proteina Rev are câteva implicații importante pentru creșterea HIV și patogeneza acestuia Pe lângă asigurarea exportului nuclear de ARN-uri specifice nespliced, împarte infecția virală în două faze: precoce și târzie În faza incipientă, Rev este tradus din ARN complet îmbinat, iar toate ARN-urile virale care conțin introni sunt reținute în nucleu și degradate În faza târzie, ca urmare a acțiunii proteinei Rev, ARN-urile nesplicate sunt exportate din nucleu Această sincronizare ajută virusul să se replice prin introducerea produselor genetice aproximativ în ordinea în care Partea Mecanisme genetice de bază ) Reglarea de către proteina Rev poate ajuta, de asemenea sunt necesare ( pentru a ajunge la starea de latență a virusului, când genomul HIV este integrat în genomul celulei gazdă, dar sinteza proteinelor virale este temporar suspendată Dacă, după intrarea inițială a virusului în celula gazdă, condițiile devin nefavorabile pentru transcripția și replicarea acestuia, atunci Rev este sintetizat la concentrații care sunt prea scăzute pentru a stimula exportul de ARN nespliced Într-o astfel de situație, ciclul de creștere virală se oprește până când condițiile se îmbunătățesc, nivelul proteinei Rev crește și virusul intră în ciclul de replicare a) sinteza precoce a componentelor HIV ADN viral integrat ARN nu este îmbinat Proteina Rev și alte proteine virale timpurii sunt sintetizate întârziere în miez și degradare finală ARNm complet îmbinat eu CORE CITOSOLE b) sinteza tardivă a componentelor HIV ADN viral integrat toate proteinele virale sunt sintetizate CORE citosol Orez Reglarea exportului nuclear de către proteina Rev a virusului imunodeficienței umane (HIV) În stadiul incipient al infecției cu HIV (a), numai ARN-urile complet îmbinate care conțin secvențele de codificare pentru proteinele Rev, Tat și Nef sunt exportate din nucleu și traduse în citoplasmă După acumularea unei cantități suficiente de proteină Rev și transportul acesteia în nucleu (b), ARN-ul viral nespliced poate fi exportat din nucleu Multe dintre aceste ARN-uri sunt traduse în proteine, iar transcrierile de lungime completă sunt împachetate în noi particule virale După ce o moleculă de ARNm eucariotic nou formată trece prin porul nuclear și intră în citosol, de obicei întâlnește ribozomi, Controale posttranscripționale care traduc lanţul polipeptidic din acesta (vezi Fig ) Odată ce prima rundă de traducere "trece" testul de perturbare mediată de nonsens (vezi Figura ), de obicei începe traducerea adevărată a ARNm Dacă ARNm codifică o proteină care se intenționează să fie secretată sau exprimată pe suprafața celulei, atunci secvența semnal de la capătul amino-terminal al proteinei o va direcționa către reticulul endoplasmatic (ER; reticul endoplasmatic) Componentele aparatului de sortare a proteinelor celulare recunosc secvența semnal de îndată ce iese din ribozom și direcționează întregul complex de ribozom, ARNm și proteină în curs de dezvoltare către membrana ER, unde este sintetizat restul lanțului polipeptidic, așa cum este descris în Capitolul În altele În unele cazuri, ribozomii liberi sintetizează complet proteina din citosol, iar semnalele conținute în lanțul polipeptidic completat pot apoi direcționa proteina către alte locuri din celulă Unele ARNm sunt ele însele direcționate către locații specifice în interiorul celulei înainte de a începe traducerea lor eficientă, ceea ce permite celulei să localizeze moleculele de ARNm aproape de locul în care este necesară proteina pe care o codifică Această strategie oferă celulei multe avantaje De exemplu, vă permite să creați asimetrie în citosolul celulei, iar aceasta este o etapă cheie în multe stadii de dezvoltare ARNm localizat, combinat cu controlul translațional, permite, de asemenea, celulei să regleze în mod independent expresia genelor în diferite părți ale celulei Această proprietate este deosebit de importantă în celulele mari, foarte polarizate, cum ar fi neuronii, unde conurile de creștere trebuie să răspundă la semnale fără a aștepta un răspuns de la un nucleu îndepărtat Localizarea ARN are loc în multe organisme, inclusiv ciuperci unicelulare, plante și animale și este probabil un mecanism comun utilizat de celule pentru a concentra sinteza intensă a proteinelor în locații specifice Au fost descoperite mai multe mecanisme diferite de localizare a ARNm (Fig ), dar toate necesită prezența unor semnale speciale în ARNm însuși Aceste semnale sunt de obicei concentrate în regiunea '-netradusă (UTR-, hediop netradus) - regiunea ARN care se întinde de la codonul stop care termină sinteza proteinei până la începutul cozii poli-A (Fig ) Această localizare a ARNm este de obicei cuplată cu mecanisme de control al translației pentru a se asigura că ARNm rămâne inactiv până când ajunge la locul său Oul de Drosophila este un exemplu deosebit de izbitor de localizare a ARN-ului Localizarea ARNm care codifică proteina reglatoare bicoid are loc prin atașarea acesteia la citoscheletul de la capătul anterior al oului în curs de dezvoltare Când fertilizarea declanșează translația acestui ARNm, se creează un gradient de concentrație pentru proteina bicoidă, care joacă un rol cheie în ghidarea dezvoltării părții anterioare a embrionului (prezentat în Figura și discutat mai detaliat în Capitolul ) Multe ARNm din celulele somatice se localizează într-un mod similar De exemplu, în fibroblastele de mamifere, ARNm care codifică actina este localizat în cortexul bogat în filament de actină al celulei printr-un semnal în '-UTR S-a menționat în capitolul că moleculele de ARNm, care părăsesc nucleul, poartă numeroase semne sub formă de modificări de ARN ( '-cap și '-poly-A coada) și proteine asociate (de exemplu, complexe de joncțiune exonică), marcând finalizarea cu succes a diferitelor etape prelucrării ARNm Tocmai a fost descris că '-UTR al unui ARNm poate fi considerat ca un "cod poştal" care direcţionează ARNm către diferite locaţii din celulă Mai jos vom vedea, de asemenea, că ARNm-urile poartă informații care stabilesc durata lor medie de viață în citoplasmă Partea Mecanisme genetice de bază OOOO transport direcționat difuzia și captarea aleatoare citoscheletice degradarea generala impreuna cu protectia locala prin captare Orez Trei mecanisme de localizare a ARNm ARNm-urile gata de distribuție părăsesc nucleul prin porii nucleari (sus) Unele ARNm localizabile (stânga) călătoresc la destinație prin asociere cu motoarele citoscheletice După cum este descris în Capitolul , aceste motoare folosesc energia hidrolizei ATP pentru a se deplasa unidirecțional de-a lungul filamentelor din citoschelet (roșu) La destinația finală, proteinele de ancorare (negre) țin ARNm în loc Alte ARNm difuzează aleatoriu în citosol și sunt pur și simplu capturate și, prin urmare, concentrate în localizarea lor (în centru) Unele dintre aceste ARNm (dreapta) sunt degradate în citosol, cu excepția cazului în care sunt legate prin difuzie aleatorie la un complex proteic localizat care reține și protejează ARNm de degradare (negru) Fiecare dintre aceste mecanisme necesită prezența unor semnale specifice pe ARNm, care sunt de obicei localizate în '-UTR (vezi Fig ) În multe cazuri de localizare a ARNm, mecanisme suplimentare blochează traducerea ARNm până când acesta este localizat corespunzător în celulă (Adaptat după H D Lipshitz și C A Smibert, Curr Opin Genet Dev : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) cenușă și eficiența cu care se traduce proteina din ele Într-un sens larg, regiunile netraduse ale ARNm eucariote seamănă cu regiunile de control ale genelor în timpul transcripției: secvența lor de nucleotide conține informații care determină "utilizarea" ARN-ului, iar proteinele interpretează această informație legându-se în mod specific de aceste secvențe Astfel, pe lângă informațiile despre secvența de aminoacizi a proteinelor, moleculele de ARN sunt saturate cu multe tipuri suplimentare de informații Odată ce ARNm a fost sintetizat, una dintre cele mai comune modalități de a controla nivelul de producție a produsului său proteic este de a controla Controale posttranscripționale Orez Un experiment care arată importanța '-UTR pentru localizarea ARNm în anumite zone ale citoplasmei Pentru acest experiment, au fost preparate două molecule de ARN marcate fluorescent prin efectuarea transcripției ADN in vitro în prezența derivaților UTP marcați fluorescent Un ARN (marcat cu fluorocrom roșu) conține regiunea de codificare pentru proteina Drosophila Haru (părozitate) împreună cu un '-UTR adiacent (vezi Figura ) Celălalt ARN (marcat cu fluorocrom verde) conține regiunea de codificare pentru proteina Nauru fără '-UTR Cele două ARN au fost amestecate și injectate într-un embrion de Drosophila într-un stadiu de dezvoltare în care mulți nuclei se găsesc într-o citoplasmă comună (vezi Figura ) Când ARN-urile fluorescente au fost vizualizate minute mai târziu, ARN-ul complet al proteinei Hairu (roșu) a fost localizat pe partea anterioară a nucleelor (albastru) și nu a avut loc nicio localizare a transcriptului fără '-UTR (verde) Proteina Nauru este una dintre multele proteine de reglare care determină poziția µm informații în embrionul de Drosophila în curs de dezvoltare (descris în capitolul ) Se crede că localizarea ARNm-ul său (în acest experiment s-a demonstrat că depinde de '-UTR) este critic pentru dezvoltarea normală a muștei (Cu amabilitatea lui Simon Bullock și David Ish-Horowicz ) etapa de iniţiere a traducerii Detaliile inițierii translației diferă între eucariote și bacterii (așa cum se vede în capitolul ), dar folosesc câteva dintre aceleași mecanisme de reglare de bază În ARNm bacterian, o regiune conservată de șase nucleotide, secvența Shine-Dalgarno, este întotdeauna cu câteva nucleotide înaintea codonului de inițiere AUG Această secvență se asociază cu ARN-ul S al subunității mici a ribozomului, poziționând corect codonul de început AUG în ribozom Deoarece această interacțiune contribuie semnificativ la eficiența inițierii, oferă celulei bacteriene o modalitate ușoară de a regla sinteza proteinelor prin mecanisme de control translațional Astfel de mecanisme efectuate de proteine sau molecule de ARN implică în principal fie deschiderea, fie blocarea secvenței Shine-Dalgarno ( ) ARNm eucariote nu conțin secvența Shine-Dalgarno În schimb, așa cum este descris în capitolul , alegerea codonului AUG ca loc de pornire pentru transcripție este în mare măsură determinată de apropierea sa de structura capacului de la capătul ' al moleculei de ARNm, locul în care subunitatea ribozomală mică se leagă de mARN și începe căutarea codonului de inițiere AUG În ciuda diferențelor semnificative în inițierea traducerii, eucariotele folosesc strategii similare pentru a regla traducerea De exemplu, represorii translaționali se leagă la capătul ' al ARNm și astfel inhibă inițierea translației Alți represori recunosc secvențele de nucleotide în '-UTR ale moleculelor specifice de ARNm și reduc intensitatea inițierii translației, împiedicând comunicarea între Partea Mecanisme genetice de bază ' STOP AUG oh HjN COOH ON proteinele sunt sintetizate cu STOP ' Q ' OFF ' A) proteină represoare translațională Lig ST P ■* - AUG OFF proteinele nu sunt sintetizate TEMPERATURĂ CREȘTE ' AUG H NSTOP ' UNO 'IUCHEN b) AUG H K moleculă mică b cu STOP - ' OFF G) STOP COOH ON ' AUG H Nstop ' ON COOH AUGstop ' OFF ' ' ARN antisens Orez Mecanisme de control al traducerii Deși exemplele date se aplică celulelor bacteriene, multe dintre aceste principii se aplică și eucariotelor De exemplu, unele proteine ribozomale reprimă translația propriului ARN Un astfel de mecanism începe să funcționeze numai atunci când proteinele ribozomale se formează în exces, depășind cantitatea de ARN ribozomal și, prin urmare, nu sunt incluse în compoziția ribozomilor De asemenea, acest mecanism face posibilă menținerea în celulă a unor cantități corect echilibrate de diferite componente necesare formării ribozomilor În astfel de cazuri, secvența de ARN reglator pe ARNm coincide adesea cu secvența ARN recunoscută de proteină în timpul asamblarii ribozomilor, b) "termosenzorul" ARN permite inițierea eficientă a translației numai la temperaturi ridicate - atunci când structura stem-loop se topește Un exemplu similar apare la patogenul uman Listeria monocytogenes, a cărui traducere a genelor virulente este îmbunătățită la ° C - temperatura organismului gazdă, c) Legarea unui compus cu greutate moleculară mică la un riboswitch provoacă o rearanjare structurală a ARN, care duce la izolarea secvenței Shine-Dalgarno (portocaliu) și blocarea emisiunilor de inițiere La multe bacterii, S-adenosilmetionina acționează în același mod - pentru a preveni formarea enzimelor de sinteză d) Un ARN "antisens" sintetizat în altă parte a genomului se asociază cu un ARNm specific și blochează traducerea acestuia Multe bacterii reglează expresia proteinelor de depozitare a fierului în acest fel Cu un exces de fier, are loc o reglare în jos a transcriptului antisens, astfel, devine posibilă traducerea eficientă a genelor care codifică proteinele care stochează fier ARN-urile antisens sunt utilizate pe scară largă în celulele eucariote pentru a regla expresia genelor Mecanismul este oarecum diferit de cel prezentat aici și este discutat în detaliu mai târziu în acest capitol '-cap și '-poli-A coadă (un pas necesar pentru o translație eficientă) (vezi Fig ) Un tip extrem de important de control al translației la eucariote depinde de ARN-uri mici (numite miARN sau tARN) care se leagă de ARNm și reduc randamentul proteic Sinteza și procesarea ARNt se realizează într-un mod specializat și vom reveni asupra acestora mai târziu în acest capitol Controale posttranscripționale Fosforilarea factorului de inițiere a translației permite reglarea globală a sintezei proteinelor Celulele eucariote își reduc rata globală de sinteză a proteinelor ca răspuns la o varietate de situații stresante, inclusiv lipsa factorilor de creștere și a nutrienților, infecția virală și o creștere bruscă a temperaturii În multe feluri, această scădere este cauzată de fosforilarea factorului de inițiere a translației eIF de către proteine kinaze specifice care răspund la condițiile în schimbare Funcția normală a eIF a fost prezentată în Capitolul Formează un complex cu GTP și mediază legarea metionil-ARNt inițiatorului de subunitatea mică a ribozomului, care apoi se leagă de capătul ' al ARNm și caută codonul de pornire în tot ARNm După recunoașterea codonului AUG, proteina eIF hidrolizează GTP-ul legat de GDP, ceea ce duce la o schimbare conformațională a proteinei și la eliberarea acesteia din subunitățile mici ale ribozomului În plus, subunitatea mare a ribozomului se alătură subunității mici și se formează un ribozom complet, care începe sinteza proteinelor (vezi Fig ) Deoarece eIF se leagă foarte puternic de GDP, un factor de schimb de nucleotide iuanine (vezi Fig ), denumit eIF B, este necesar pentru a elibera GDP, astfel încât noua moleculă GTP să se poată lega și reutiliza eIF (Fig a) Dacă eIF este fosforilat, atunci reutilizarea sa este imposibilă: eIF fosforilat se leagă neobișnuit de puternic de eIF B, inactivându-l astfel Celula conține mai mult eIF decât eIF B și doar o fracțiune din eIF fosforilat poate lega aproape tot eIF B Acest lucru previne reutilizarea eIF nefosforilat și încetinește semnificativ procesul de sinteză a proteinelor (Fig , b) Reglarea concentrației de eIF activ este deosebit de importantă în celulele de mamifere, unde eIF face parte din mecanismul care permite celulelor să intre într-o stare de repaus neproliferantă (numită Go), în care rata sintezei totale a proteinelor este redusă la aproximativ un -al cincilea cel din celulele în proliferare (descris în capitolul ) ) Inițierea care are loc la codonii AUG în amonte de site-ul de început al traducerii poate regla inițierea traducerii la eucariote În capitolul , s-a spus că translația la eucariote începe de obicei cu primul codon AUG la capătul ' al ARNm, primul codon AUG pe care ribozomul mic îl întâlnește atunci când caută un codon de început pe ARNm Cu toate acestea, nucleotidele care înconjoară imediat AUG afectează și eficiența inițierii translației Dacă locul de recunoaștere este suficient de slab, scanarea subunităților ribozomale va omite uneori primul codon AUG de pe ARNm și va sări în schimb la al doilea sau al treilea codon AUG Acest fenomen, cunoscut sub numele de "scanare slabă" (scanare cu scurgeri), este o strategie folosită adesea pentru a forma două sau mai multe proteine strâns legate din același ARNm care diferă doar în termenii lor amino Important, acest lucru permite unor gene să formeze aceeași proteină cu și fără o secvență semnal la capătul amino terminal, astfel încât proteina să fie direcționată către două locații diferite în celulă (de exemplu, atât mitocondriile, cât și citosolul) În unele cazuri, celula poate regla conținutul relativ al izoformelor de proteine obținute cu Partea Mecanisme genetice de bază factor de schimb de nucleotide de guanină, elF B elF inactiv FOSFORILATI DE PROTEIN KIINAZA elF ELF FOSFORILAT IZOLĂ TOATE ELF B CA UN COMPLEX INACTIV b) ÎN ABSENTĂ ELF B ACTIV, EXCESUL ELF RĂMÂNE ÎN FORMA SA INACTIVĂ, LEGATĂ DE PIB; CÂND SINTEZA PROTEINELOR ESTE PUTERNIC ÎNTINITĂ Orez Ciclul elF o) Reciclați factorul de schimb de nucleotide de guanină elF uzat (elF B) ) Fosforilarea elF controlează ratele sintezei proteinelor prin legarea elF B Prin puterea scanării atenuate, de exemplu, o creștere specifică celulei a factorului de inițiere eIF F favorizează utilizarea codonului AUG cel mai apropiat de capătul ' al ARNm Un alt tip de control translațional găsit la eucariote utilizează unul sau mai multe cadre de citire deschise scurte (secvențe de nucleotide care nu conțin codoni stop) care sunt situate între capătul ' al ARNm și începutul genei Cadrele deschise de citire (ORF) vor fi discutate mai aprofundat în Capitolul , dar pentru moment vom considera un ORF ca fiind o întindere de ADN care începe cu un codon de pornire (ATG), se termină cu un codon de oprire și nu are oprire codoni între ele -deci, în principiu, poate codifica o polipeptidă Adesea, secvențele de aminoacizi codificate de aceste ORF-uri din amonte (uORF) nu sunt foarte importante, mai degrabă, uORF-urile îndeplinesc o funcție pur de reglare Un uORF prezent pe o moleculă de ARNm va, de regulă, regla în jos translația genei localizate după aceasta prin captarea complexului de inițiere al ribozomului de scanare, determinând ribozomul să traducă uORF și să se disocieze înainte de a ajunge la secvența de codificare a proteinei Se poate presupune că odată cu o scădere a activității factorului de transcripție principal (de exemplu, eIF , discutat mai sus), traducerea tuturor ARNm va scădea în mod egal Cu toate acestea, contrar așteptărilor, fosforilarea eIF poate avea un efect selectiv și chiar poate îmbunătăți translația Controale posttranscripționale ARNm specific care conține uORF De exemplu, acest lucru poate permite celulelor de drojdie să se adapteze la lipsa acută de anumiți nutrienți prin oprirea sintezei tuturor proteinelor, cu excepția celor necesare pentru sinteza substanțelor lipsă Detaliile acestui mecanism sunt bine stabilite pentru un ARNm specific de drojdie care codifică o proteină numită Gcn Această proteină este o proteină reglatoare necesară pentru activarea multor gene care codifică proteine importante pentru sinteza aminoacizilor ARN-ul mesager al genei Gcn conține patru uORF scurte care sunt responsabile pentru creșterea selectivă a traducerii Gcn ca răspuns la fosforilarea eIF indusă de foamete de aminoacizi Mecanismul de reglare a translației Gcn este complex În termeni generali: o mică subunitate a ribozomului se deplasează de-a lungul ARNm, întâlnind fiecare dintre uORF-uri, dar direcționând traducerea doar a unui subgrup al acestora; dacă ultimul uORF este tradus, ca în cazul celulelor normale, nefometate, atunci ribozomii se disociază la sfârșitul uORF și translația Gcn este ineficientă Reglarea globală în jos indusă de nutrienți a activității eIF (vezi Fig ) crește probabilitatea ca ribozomul mic de scanare să treacă de al patrulea uORF înainte de a întâlni molecula eIF (vezi Fig ) O astfel de subunitate de ribozom este liberă să inițieze translația pe secvențele Gcn reale, iar creșterea rezultată a acestei proteine de reglare are ca rezultat un set de proteine care îmbunătățesc sinteza de aminoacizi în interiorul celulei Locul de aterizare intern al ribozomului oferă capacitatea de a regla translația Translația a aproximativ % din ARNm eucariote începe cu primul codon AUG după capacul ', dar anumiți codoni AUG, așa cum s-a menționat în secțiunea anterioară, pot fi omisi în timpul procesului de scanare Această secțiune discută un alt mod în care celulele pot iniția translația la locuri îndepărtate de capătul ' al ARNm utilizând un tip specializat de secvență de ARN numit site-ul de intrare intern al ribozomului (IRES) Secvența IRES poate fi găsită în multe locuri diferite în ARNm În unele cazuri rare, un ARNm conține două secvențe diferite de codificare a proteinei care coexistă, iar traducerea primei secvențe are loc prin mecanismul obișnuit de scanare și traducerea celei de-a doua secvențe prin IRES Secvențele IRES sunt de obicei lungi de câteva sute de nucleotide și se pliază în structuri specifice care leagă multe, dar nu toate, din aceleași proteine care sunt utilizate pentru a iniția translația normală dependentă de capac (Figura ) De fapt, diferite IRES necesită diferite subgrupe de factori de inițiere Cu toate acestea, toți se fac fără capacul ' și factorul de inițiere a translației eIF E, care îl recunoaște Unii virusuri folosesc IRES ca parte a strategiei lor de a-și traduce moleculele de ARNm, blocând în același timp traducerea normală dependentă de capac a ARNm-ului gazdă Când sunt infectați, acești virusuri formează o protează (codificată în genomul viral) care scindează factorul de translație al celulei gazdă eIF G, făcându-l incapabil să se lege de eIF E, cap- Partea Mecanisme genetice de bază '-cap proteina de legare poli-A X elF E elF G ' alți factori de traducere subunități mari și mici ale ribozomului INITIEREA EMISIUNEA INITIEREA EMISIUNEA Orez Două mecanisme de inițiere a translației, a) Mecanismul normal de inițiere a translației, dependent de capac, necesită un set de factori de inițiere a căror asamblare pe ARNm este stimulată de prezența unei structuri '-cap și a unei cozii poli-A (vezi și Fig , ) b) Un mecanism dependent de IRES, observat predominant în viruși, necesită doar un subset de factori de inițiere a translației normali care se adună direct pe o secvență IRES pliată (Adaptat de A Sachs, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier) ) complex de legare Acest lucru duce la oprirea majorității translației în celula gazdă și recrutează eficient mașina de traducere la secvențele IRES găsite în multe ARNm virale EIF G trunchiat este încă capabil să inițieze traducerea la aceste site-uri interne și poate chiar stimula traducerea anumitor ARNm virale care conțin IRES Activarea selectivă a traducerii dependente de IRES poate avea loc și pe ARNm al celulei gazdă De exemplu, când celulele de mamifere intră pe calea morții celulare programate (descrisă în capitolul ), eIF G este scindată și are loc o scădere generală a ratei de translație permite sinteza lor continuă Astfel, mecanismul IRES permite traducerea mARN-urilor selectate la o rată mare, în ciuda unei scăderi generale a capacității celulei de a iniția sinteza proteinelor Majoritatea ARNm din celulele bacteriene este foarte instabilă și are un timp de înjumătățire de mai puțin de câteva minute Pentru distrugerea rapidă a unor astfel de ARNm, de obicei din Controale posttranscripționale exonucleazele sunt responsabile, scindându-le în direcția ' -> ' Deoarece atât sinteza, cât și degradarea ARNm-urilor bacteriene sunt rapide, bacteria se poate adapta rapid la schimbările de mediu De regulă, ARNm este mai stabil în celulele eucariote Unele ARNm, cum ar fi ARNm care codifică p-globina, au un timp de înjumătățire de peste ore, dar pentru majoritatea este mult mai scurt, de obicei mai puțin de de minute Timpurile de înjumătățire în special scurte sunt caracteristice ARNm-urilor care codifică, de exemplu, factori de creștere sau proteine de reglare, a căror viteză de sinteză în celule trebuie să se schimbe rapid Există două mecanisme principale pentru degradarea ARNm eucariote Ambele încep cu scurtarea treptată a cozii poli-A de către exonuclează, proces care începe imediat ce ARNm ajunge în citoplasmă În linii mari, această trunchiere poli-A acționează ca un temporizator care numără înapoi durata de viață a fiecărui ARNm După ce lungimea cozii poli-A este redusă la o lungime critică (aproximativ de nucleotide la om), cele două căi diverg Potrivit unuia dintre ei, capacul ' este îndepărtat (proces numit decapsulare), iar mARN-ul "decoperit" este degradat rapid, începând de la capătul său ' Într-un alt mod, distrugerea ARNm are loc de la capătul ' prin coada poli-A în secvența de codificare ( ) Majoritatea ARNm-urilor eucariote sunt degradate de ajutorul ambelor mecanisme Secvența de codificare '-UTR ke" I II - ' ' scurtarea treptată a cozii poli-A decapitare urmată de degradarea rapidă a / în direcția '-> ' J degradare rapidă în direcţia '-> ' Orez Două mecanisme de degradare a ARNm eucariote La atingerea pragului critic al lungimii cozii poli-A, este indusă degradarea ARNm în direcția ' -> ', care poate fi declanșată de pierderea proteinelor de legare la poli-Atail (vezi Fig ) După cum se arată în fig , deadenilaza se asociază cu coada '-poli-A și cu capacul ' și o astfel de organizare poate semnala decapsularea după scurtarea cozii poli-A Aceasta arată degradarea în direcțiile ' -> ' și ' -" ' pe diferite molecule de ARN, dar aceste două procese pot avea loc simultan pe aceeași moleculă de ARN (adaptat din C A Beelman și R Parker, Cell : ) - , Prin amabilitatea lui Elsevier Aproape toate ARNm-urile sunt susceptibile la aceste două tipuri de degradare, iar secvențele specifice fiecărui ARNm determină cât de repede are loc fiecare pas și, prin urmare, cât durează fiecare ARNm în celulă și poate forma o proteină Secvențele '-UTR sunt deosebit de importante pentru controlul duratei de viață a ARNm și ele conțin adesea situsuri de legare pentru proteine specifice care cresc sau scad rata de scurtare, decapitare sau degradare a cozii poli-A în direcția '-> ' Timpul de înjumătățire al unui ARNm este, de asemenea, afectat de eficiența translației sale Procesele Partea Mecanisme genetice de bază A deadenilaza iniţierea translaţiei degradarea ARNm Orez Competiția între traducere și degradarea ARNm Aceleași două caracteristici ale moleculei de ARNm, capacul său ' și coada '-poli-A, sunt utilizate atât pentru inițierea translației, cât și pentru distrugerea ARNm asociată cu deadenilare (vezi Fig ) Deadenylaza, care scurtează coada poli-A în direcția ' -> ', se asociază cu capacul ' Așa cum este descris în capitolul (vezi Fig ), mașina de inițiere a translației se leagă, de asemenea, la capacul ' și la coada poli-A (Adaptat de la M Gao și colab , Mol Cell : - , C Permisiuni Elsevier ) trunchierea și decapitarea poli-A concurează direct cu mașina de traducere a ARNm, prin urmare, orice factor care afectează eficiența traducerii ARNm va avea tendința de a avea efectul opus asupra degradării ( ) Timpul de înjumătățire al majorității ARNm-urilor eucariote este controlat prin scurtarea cozii poli-A, dar unele ARNm pot fi degradate printr-un mecanism specializat care ocolește complet acest pas În astfel de cazuri, nucleazele specifice taie ARNm din interior, decupând efectiv un capăt și îndepărtând coada de poliadenil de la celălalt, astfel încât ambele jumătăți sunt degradate rapid ARNm-urile degradate în acest mod poartă secvențe de nucleotide specifice, adesea găsite în 'UTR, care servesc ca secvențe de recunoaștere pentru aceste endonucleaze O astfel de strategie simplifică foarte mult reglarea strictă a stabilității unor astfel de ARNm prin blocarea situsului endonucleazei ca răspuns la semnalele extracelulare De exemplu, adăugarea de fier în celule reduce stabilitatea ARNm care codifică proteina receptor care leagă transferină de proteină de transport de fier, ceea ce duce la formarea unei cantități mai mici de receptor Acest efect este mediat de proteina aconitaza care leagă ARN-ul sensibilă la fier, care controlează, de asemenea, translația mARN-ului feritină Aconitaza se poate lega la '-UTR al ARNm al receptorului transferinei și, prevenind scindarea ARNm de către endonucleaze, crește formarea receptorului Când se adaugă fier, aconitaza se separă de ARNm, deschizându-și locurile de clivaj și astfel scăzând stabilitatea ARNm ( ) Controale posttranscripționale aconitaza citosolică aconitaza citosolică - ARNm de feritină AAAZ' Am difuzat blocat Receptor de transferină ARNm = ' AAAZ' ARNm este stabil și tradus FERITINA NU ESTE SINTETIZATĂ UN RECEPTOR DE TRANSFERRIN ESTE SINTETIZAT ARNm de feritină AAAZ' I ARNm este tradus ARNm scindarea endonucleazei receptor de transferină = ' I ARNm este degradat AAAZ' FERITINA SE SINTETIZA RECEPTORUL TRANSFERrin NU ESTE SINTETIZAT b) Orez Două mecanisme de reglare post-translațională mediată de fier o) În deficiența de fier, legarea aconitazei de '-UTR al ARNm de feritină previne inițierea translației, iar legarea aconitazei de '-UTR al ARNm al receptorului de transferină blochează situsurile de clivaj endonucleazei și, prin urmare, stabilizează ARNm b) Ca răspuns la o creștere a concentrației de fier în citosol, celula crește nivelul de sinteză a feritinei pentru a lega fierul în exces și reduce nivelul de sinteză a receptorului de transferină, astfel încât importul de fier prin plasmă membrana este mai mică Ambele răspunsuri sunt mediate de aceeași proteină aconitază reglatoare sensibilă la fier, care recunoaște caracteristici comune în structura stem-bucle a ARNm care codifică feritina și receptorul transferinei Aconitaza este eliberată din ARNm atunci când se leagă de fier Dar, deoarece receptorul transferinei și feritina sunt reglate prin diferite tipuri de mecanisme, nivelurile lor răspund la modificările concentrației de fier în mod opus, în ciuda faptului că aceeași proteină reglatoare sensibilă a fierului este implicată în reglare (Adaptat după M W Hentze și colab , Science : - , , și JL Casey și colab , Science : - , Cu amabilitatea AAAS ) Poliadenilarea inițială a moleculei de ARN (descrisă în capitolul ) are loc în nucleu, aparent automat pentru aproape toți precursorii de ARNm eucarioți După cum tocmai am discutat, cozile poli-A ale majorității ARNm-urilor din citosol se scurtează treptat și, în cele din urmă, ARN-urile sunt degradate Cu toate acestea, în unele cazuri, cozile poli-A ale ARNm-urilor specifice din citosol sunt alungite, iar acest mecanism servește ca o altă formă de reglare translațională Ovocitele și ouăle în curs de maturizare sunt cel mai izbitor exemplu Multe dintre căile normale de degradare a ARNm par a fi oprite în aceste celule gigantice, astfel încât celulele pot crea stocuri mari de ARNm atunci când Partea Mecanisme genetice de bază pregătirea pentru fertilizare Multe ARNm sunt stocate în citoplasmă cu doar - de resturi de adenină la capătul ' și nu sunt traduse în această formă La momente speciale în timpul maturării ovocitelor și imediat după fertilizare - când celula necesită proteinele codificate de aceste ARNm - polimeraza citosolică poli-A adaugă o secvență poli-A la ARNm-urile individuale, ceea ce stimulează semnificativ translația acestor ARNm Transcrierile mici de ARN necodificatoare reglează multe gene de animale și plante În capitolul anterior a fost prezentată dogma centrală a biologiei, conform căreia fluxul de informație genetică este de la ADN prin ARN la proteină (Fig ) Dar am văzut că moleculele de ARN îndeplinesc multe sarcini importante în celulă, pe lângă faptul că servesc ca purtători intermediari ai informațiilor genetice O serie de descoperiri recente uimitoare au arătat că există mult mai mulți ARN necodificatori decât se credea anterior și că joacă roluri neprevăzute, dar binecunoscute până acum în reglarea expresiei genelor De o importanță deosebită la animale și plante este un tip de ARN scurt necodant numit microARN (microARN; miARN) De exemplu, peste de miARN-uri diferite sunt exprimate la oameni și par să regleze cel puțin o treime din toate genele care codifică proteinele umane Odată formați, miARN-urile se împerechează cu mARN-uri specifice și le reglează stabilitatea și procesul de traducere Precursorii miARN sunt sintetizați de ARN polimeraza II și, de asemenea, suferă acoperire și poliadenilare Apoi, ei suferă un tip special de procesare, după care miARN este asamblat cu un grup de proteine și se formează un complex de silenționare indus de ARN sau RISC (complex de silență indus de ARN) Odată format, RISC caută ARNm-urile țintă căutând secvențe de nucleotide complementare (Fig ) Această căutare este facilitată în mare măsură de proteina Argonaute, o componentă a RISC care expune regiunea ' miARN astfel încât aceasta să fie poziționată optim pentru asociere cu o altă moleculă de ARN (Fig ) La animale, regiunea de împerechere are în mod obișnuit o lungime de șapte bp și este de obicei localizată în 'UTR al ARNm-ului țintă Odată ce miARN s-a legat ARNm, sunt posibile mai multe rezultate Dacă bazele perechi complementare ocupă o zonă semnificativă, ARNm este scindat de proteina Argonaute, care îndepărtează efectiv coada sa poli-A și facilitează accesibilitatea acestuia la acțiunea exonucleazelor (vezi Fig ) După clivaj, ARNm RISC (cu miARN asociat) este eliberat și poate începe să caute alte ARNm În consecință, un miARN poate acționa catalitic, distrugând multe ARNm complementare Se poate gândi la miARN ca secvențe ghid care reunesc nucleaze degradante și ARNm specifice Dacă complementaritatea dintre miARN și ARNm nu este atât de semnificativă, Argonaute nu taie ARNm, mai degrabă, traducerea ARNm este suprimată și are loc destabilizarea acestuia Acest efect este asociat cu o scădere a lungimii cozii poli-A și mișcarea ARNm către structurile citosolice numite corpuri de procesare; P corpuri), unde ARNm sunt izolate din ribozomi și în cele din urmă decapsulate și degradate Corpii P sunt structuri dinamice compuse din complexe mari de ARNm și enzime care degradează PH K Ei cred asta Controale posttranscripționale AAAAA DESPICĂ "TĂIERE" CORE Argonaut și alte proteine DESPIZARE ZIT L "TĂIERE" RISC complementaritate pe termen lung ARNm ARNm complementaritate pe o întindere mai scurtă AAAAA AAAAA | "INCUT" AAAAA Lansarea RISC AAAAA DEGRADARE rapidă a ARNm INHIBIȚIA TRANSLĂRII Transferul ARNm în corpuri P și degradarea finală Orez procesarea miARN și mecanismul de acțiune Precursorul miARN, datorită complementarității unei părți a secvenței sale cu alta, formează o structură dublu catenară Este trunchiat în timp ce este încă în nucleu și apoi exportat în citosol, unde este scindat în continuare de enzima Dicer pentru a forma miARN-ul corespunzător Proteina Argonaute, în combinație cu alte componente RISC, se leagă inițial de ambele catene de miARN, scindează și aruncă una dintre ele, cealaltă catenă, folosind mecanismul de împerechere a bazelor complementare, direcționează RISC către ARNm specifici Dacă potrivirea dintre două ARN-uri este semnificativă, așa cum se vede adesea la plante, Argonaute taie ARNm-ul țintă, determinându-l să se degradeze rapid La animale, potrivirea dintre miARN și ARNm de multe ori nu depășește o regiune scurtă de "amor" cu nucleotide în apropierea capătului ' al miARN Acest nivel scăzut de complementaritate între două secvențe de ARN are ca rezultat inhibarea translației, destabilizarea ARNm și transferul acestuia la corpurile P, unde este în cele din urmă degradat acestea sunt locurile din celulă în care are loc ultima etapă de distrugere a majorității ARNm - chiar și cele care nu sunt sub controlul miARN ( ) Mai multe proprietăți fac ca miARN-urile să fie deosebit de valoroși regulatori ai expresiei genelor În primul rând, un singur miARN poate regla un număr de ARNm diferite când Partea Mecanisme genetice de bază Orez Structura proteinei Argonaute asociată cu ARNt și ARNm perfect pereche (Adaptat după NHTolia și L Joshua-Tor, Nat Chem Biol : - , Cu permisiunea de la Macmillan Publishers Ltd ) cu condiția ca ARNm-urile să conțină o secvență comună în regiunile lor netraduse Această situație este destul de tipică în cazul uman, în care unele tiRNA-uri controlează sute de ARNm diferite În al doilea rând, reglarea prin tirnA poate fi combinatorie Când împerecherea între tirna și ARNm nu reușește să declanșeze clivajul, tirna suplimentare care se leagă de același ARNm duce la o scădere suplimentară a ratei de traducere a acesteia După cum sa discutat mai devreme în acest capitol în ceea ce privește proteinele de reglare, controlul combinatoriu al genelor extinde foarte mult opțiunile disponibile pentru celulă, legând expresia genei nu la un singur regulator, ci la o combinație de diferiți regulatori În al treilea rând, ARNt-urile ocupă relativ puțin spațiu în genom în comparație cu proteinele Într-adevăr, dimensiunea lor mică este unul dintre motivele pentru care ARNt-urile au fost descoperite doar recent Tocmai începem să înțelegem influența tiRNA-urilor, dar este deja clar că acestea reprezintă o parte foarte importantă a aparatului de reglare al celulei expresia genelor sale Multe dintre proteinele implicate în mecanismele de reglare legate de ARNt tocmai descrise au, de asemenea, o a doua funcție, acționând µm Orez Vizualizarea corpurilor P Celulele umane au fost colorate cu anticorpi la componenta enzimei de decapsulare a ARNm Dcpla (imaginile din stânga) și la proteina Argonaute (imaginile din mijloc) Suprapunerea celor două imagini (imaginea din dreapta) arată că cele două proteine sunt colocalizate (sau se spune că se colocaliză) în apropierea centrelor numite corpuri P (Adaptat de la J Liu și colab , Nat Cell Biol : - , (Courtoazie) de la Macmillan Publishers Ltd ) Controale posttranscripționale ca mecanism de apărare: organizează degradarea moleculelor străine de ARN, în special a celor găsite sub formă dublu catenară Acest mecanism, numit interferență ARN (ARNi), a fost găsit într-o mare varietate de organisme, inclusiv ciuperci unicelulare, plante și viermi, ceea ce sugerează antichitatea sa evolutivă Multe elemente transpozabile și viruși formează ARN dublu catenar în timpul ciclurilor lor de viață, cel puțin pentru o perioadă scurtă de timp, iar interferența ARN ajută la menținerea sub control a acestor "invadatori" potențial periculoși După cum se va vedea, RNAi a oferit oamenilor de știință o tehnologie experimentală puternică pentru a opri expresia genelor individuale Prezența ARN-ului dublu catenar într-o celulă declanșează interferența ARN prin recrutarea unui complex proteic care conține Dicer, aceeași nuclează care procesează ARNt (vezi Figura ) Acest complex proteic scindează ARN-ul dublu catenar în fragmente scurte (aproximativ bp) numite ARN interferențe mici (ARN-uri interferențe mici; ARNsi) ARN-ul duplex este scindat de proteina Argonaute și aruncat Molecula de ARNsi monocatenar rămasă ghidează RISC înapoi la moleculele de ARN complementare generate de virus sau elementul transpozabil și, deoarece secvențele de nucleotide ale ARNsi și ARN-ul țintă sunt complet complementare, Argonaute taie aceste molecule, ducând la degradarea lor rapidă ( Fig ) De fiecare dată când RISC scindează o nouă moleculă de ARN, aceasta este eliberată - astfel, așa cum am văzut cu tirna, o singură moleculă de ARN poate distruge catalitic multe ARN-uri complementare Unele organisme folosesc un mecanism suplimentar care amplifică semnalul ARNi de multe ori În astfel de organisme, ARN polimerazele dependente de ARN pot converti produsele de scindare dependente de siARN în chiar mai multe ARN-uri dublu catenare Această amplificare asigură că, odată începută, interferența ARN poate continua chiar și după ce tot ARN-ul dublu catenar care l-a inițiat a fost degradat sau disipat De exemplu, acest lucru permite celulelor în diviziune să continue să efectueze interferența ARN care a fost deja începută în celulele părinte În unele organisme, activitatea ARNi poate fi propagată prin transferul fragmentelor de ARN de la celulă la celulă Acest lucru este deosebit de important la plante (ale căror celule sunt conectate prin canale subțiri, așa cum este descris în capitolul ), deoarece permite întregii plante să devină rezistentă la acțiunea virusului ARN după ce doar câteva dintre celulele sale au fost infectate În linii mari, răspunsul sistemului ARNi seamănă cu anumite mecanisme ale sistemului imunitar animal: în ambele cazuri, organismul invadator provoacă un răspuns specializat și - prin amplificarea moleculelor "atacatoare" - organismul gazdă devine protejat sistemic Interferența ARN poate controla formarea heterocromatinei Mecanismul interferenței ARN tocmai descris nu se oprește neapărat la distrugerea moleculelor de ARN țintă În unele cazuri, aplicația Partea Mecanisme genetice de bază ARN dublu catenar eu Argonaut și alte proteine RISC siPHK Argonaut și alte proteine RITS RISC APOI PROCESUL MERGE PE UNA DINTRE CĂILE ARATATE ÎN fig RITS \ ARN polimeraza METILAREA HISTONEI METILAREA ADN-ului SUPRESIA TRANSCRIPȚIEI Orez formarea heterocromatinei dependentă de siARN În multe organisme, ARN-ul dublu catenar poate declanșa atât distrugerea mARN-urilor complementare (stânga), cât și silenciarea transcripțională (dreapta) Modificările structurii cromatinei cauzate de legarea complexului RITS (tăcere transcripțională indusă de ARN) seamănă cu cele prezentate în Fig , Interferența ARN poate opri în mod selectiv sinteza ARN-urilor țintă Pentru ca acest mecanism uimitor să funcționeze, siRNA-urile scurte care rezultă din acțiunea proteinei Dicer se adună cu un grup de proteine (inclusiv proteina Argonaute) pentru a forma complexul RITS (tăcere transcripțională indusă de ARN) Folosind un siARN monocatenar ca secvență ghid, acest complex leagă transcriptele ARN complementare pe măsură ce acestea ies din transcrierea ARN polimerazei II (vezi Figura ) Odată localizat pe genom în acest mod, complexul RITS atrage proteine care modifică covalent histonele învecinate și în cele din urmă direcționează formarea și răspândirea heterocromatinei, prevenind inițierea ulterioară a transcripției În unele cazuri, complexul RITS induce, de asemenea, metilarea ADN-ului, care, după cum sa menționat, poate suprima expresia genelor într-o măsură și mai mare Deoarece heterocromatina și metilarea ADN-ului se pot propaga de la sine, semnalul ARNi inițial poate continua să suprime expresia genei mult timp după ce toate moleculele de siARN s-au disipat Controale posttranscripționale Formarea heterocromatinei, dirijată de interferența ARN, este un mecanism de protecție important al celulei, care limitează acumularea de elemente transpozabile în genom prin menținerea acestora într-o formă inactivă din punct de vedere transcripțional Cu toate acestea, același mecanism este utilizat în multe dintre procesele normale care au loc în celulă De exemplu, în multe organisme, aparatul de interferență ARN susține formarea heterocromatinei în apropierea centromerului Secvențele de ADN centromerice sunt transcrise în ambele direcții, producând transcrieri de ARN complementare care se pot împereche pentru a forma ARN dublu catenar Acest ARN dublu catenar declanșează interferența ARN și stimulează formarea heterocromatinei la centromer La rândul său, o astfel de heterocromatină este necesară de centromeri pentru separarea precisă a cromozomilor în timpul mitozei (vezi Fig ) Interferența ARN a devenit un instrument puternic pentru experimentatori Probabil, interferența ARN a apărut inițial ca un mecanism de protecție, dar apoi a devenit o parte absolut integrală a multor procese biologice care au loc într-o celulă normală: de la controlul expresiei genelor până la structura cromozomilor Oamenii de știință au perfecționat și această tehnologie, transformând-o într-un instrument experimental puternic, care vă permite să inactivați aproape orice genă, provocând un răspuns al sistemului de interferență ARN la aceasta Această tehnică, utilizată în culturile celulare și în unele cazuri în organisme întregi animale și vegetale, a revoluționat abordarea genetică a biologiei celulare și moleculare Acest lucru va fi discutat mai detaliat în capitolele următoare (vezi Secțiunea ) Potențialul interferenței ARN pentru tratarea bolilor umane este enorm Deoarece multe tulburări la om apar ca urmare a exprimării incorecte a genelor, capacitatea de a opri aceste gene prin introducerea de molecule complementare de siRNA obținute experimental pare a fi o direcție foarte promițătoare în medicină În mod remarcabil, mecanismul interferenței ARN a fost descoperit abia recent și suntem încă fascinați de detaliile mecanicii sale și de spectrul semnificației sale biologice Concluzie În celule, mulți pași din calea de la ARN la proteină sunt reglați pentru a menține expresia genelor sub control Odată cu reglarea, în stadiul inițierii transcripției, majoritatea genelor sunt controlate la mai multe niveluri Mecanismele de reglare includ: ) atenuarea transcriptului ARN prin terminarea prematură a translației; ) selectarea unui situs alternativ de splicing ARN; ) controlul formării capătului ' al ARN-ului prin clivajul şi poliadenilarea acestuia; ) editarea ARN; ) controlul exportului de la nucleu la citosol; ) localizarea ARNm în anumite zone ale celulei; ) controlul inițierii traducerii; ) degradarea ARNm reglată Cele mai multe dintre aceste procese se bazează pe recunoașterea unor secvențe sau structuri specifice pe molecula de ARN, care este supusă reglementării, iar acest lucru se realizează fie prin proteine reglatoare, fie prin molecule reglatoare de ARN Mai ales pe scară largă în controlul post-transcripțional, celula folosește interferența ARN - atunci când ARN-urile de ghidare se împerechează Partea Mecanisme genetice de bază cu ARNm Interferența ARN poate duce fie la distrugerea ARNm, fie la suprimarea translației acestuia Ambalarea anumitor gene în heterocromatină este un proces care poate provoca, de asemenea, interferențe ARN Sarcini Care dintre afirmații sunt adevărate? Explică de ce Din punct de vedere al funcției biologice, motivul helix-buclă-helix este mai aproape de motivul "fulger de leucină" decât de motivul helix-turn-helix Rearanjamentele genetice reversibile sunt o modalitate comună de reglare a expresiei genelor în celulele procariote și de mamifere Se crede că insulele CG au apărut în timpul evoluției, deoarece sunt asociate cu părți ale genomului care au rămas active în celulele germinale și, prin urmare, nu au fost metilate Discutați următoarele probleme Pe fig Q arată o mică parte din separarea D a proteinelor creierului uman Aceste proteine au fost separate după dimensiune într-o direcție și prin sarcină electrică (punct izoelectric) în cealaltă direcție În aceste imagini, nu toate petele proteice sunt produse ale unor gene diferite - unele sunt forme modificate ale proteinei care migrează în moduri diferite Selectați mai multe grupuri de pete care pot reprezenta proteine care diferă prin numărul de grupe de fosfat pe care le conțin Justificati raspunsul Analiza folosind cipuri ADN a modelelor care reflectă conținutul de ARNm a arătat că nivelul de expresie al aproape oricărei gene active diferă pentru diferite tipuri de celule umane Astfel de modele sunt atât de specifice tipului de celulă încât pot fi utilizate pentru a determina țesutul care a dat apariția celulelor canceroase, chiar dacă acele celule au metastazat în alte părți ale corpului Dar, prin definiție, celulele canceroase sunt diferite de celulele lor progenitoare necanceroase Atunci credeți că modelele de expresie ARNm pot fi folosite pentru a identifica sursa tisulară a cancerului uman? Nucleul unei celule eucariote este mult mai mare decât o bacterie și conține mai mult ADN Ca rezultat, o proteină de legare a ADN-ului într-o celulă eucariotă trebuie să fie capabilă să aleagă un loc de legare specific dintr-un număr mult mai mare de secvențe străine decât o face aceeași proteină dintr-o celulă bacteriană Reprezintă aceasta o problemă specială pentru reglarea genelor la eucariote? Luați în considerare următorul caz Să presupunem că nucleul eucariot și celula bacteriană conțin o copie a aceluiași Orez Q Separarea bidimensională a proteinelor creierului uman (sarcina ) folosind electroforeza bidimensională pe gel Figura arată doar o mică parte din spectrul proteic (Cu amabilitatea lui Tim Myers și Leigh Anderson, Large Scale Biology Corporation ) Sarcini Locul de legare a ADN-ului În plus, să presupunem că nucleul este de de ori mai mare decât o celulă bacteriană și conține de de ori mai mult ADN Dacă concentrația proteinei reglatoare care se leagă de acest situs este aceeași în nucleu și în celula bacteriană, proteina reglatoare își va găsi locul de legare atât în nucleul eucariot, cât și în celula bacteriană? Justificati raspunsul Proteinele care leagă ADN-ul găsesc adesea locuri de legare specifice mult mai repede decât s-ar fi așteptat în cazul difuziei spațiale simple De exemplu, represorul operonului Lflc se leagă de operator, locul său de legare la ADN, de de ori mai rapid decât s-ar fi așteptat în acest model Este clar că represorul trebuie să găsească operatorul prin mecanisme care reduc dimensionalitatea sau sfera căutării pentru a grăbi detectarea țintei Au fost folosite mai multe metode pentru a investiga această problemă Una dintre cele mai elegante utilizate molecule de ARN polimerază intens fluorescente, ceea ce a făcut posibilă urmărirea soartei fiecărei molecule individuale Un set de molecule de ADN a fost aliniat paralel unul cu celălalt și fixat pe o lamă de sticlă Apoi, moleculele de ARN polimerază marcate fluorescent au fost trecute prin ele într-un unghi oblic (Fig Q , a) Traiectoriile de mișcare ale ARN polimerazelor individuale au arătat că aproximativ jumătate din molecule au trecut în direcția fluxului general și aproximativ jumătate au deviat de la acesta într-un mod caracteristic (Fig Q , b) Dacă moleculele de ARN polimerază au fost incubate preliminar cu fragmente scurte de ADN care conțin un promotor puternic, atunci toate traiectorii au coincis cu fluxul general A Explicați-vă de ce unele molecule de ARN polimerază au deviat de la fluxul general, așa cum se arată în Fig Q , b De ce incubarea cu fragmente scurte de ADN care conțin un promotor puternic duce la dispariția traiectoriilor care se abat de la fluxul general? B Aceste rezultate oferă o explicație pentru modul în care moleculele de legare ADN-ului specifice reușesc să-și găsească situsurile de legare mai repede decât s-ar aștepta prin difuzie simplă? a) SISTEMUL EXPERIMENTAL b) MOLECULE DE ARN-POLIMERAZĂ fluxul total de molecule de ARN polimerază molecule de ADN aliniate Orez Q Interacțiunea moleculelor individuale de ARN polimerază cu ADN (Edach ) a) Începutul experimentului Moleculele de ADN sunt aliniate și fixate pe o lamă de sticlă, prin ele sunt trecute molecule de ARN polimerază intens fluorescente b) Traiectorii a două molecule individuale de ARN polimerază O moleculă (în stânga) s-a deplasat odată cu fluxul general, iar cealaltă (în dreapta) a deviat de la acesta Bara de scară are o dimensiune de µm (b - Retipărit din H Kabata și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Q Partea Mecanisme genetice de bază Î Pe baza explicației dvs , credeți că o moleculă de legare de ADN specifică locului își va găsi ținta mai repede într-o populație de molecule de ADN scurte sau într-o populație de molecule lungi? Să presupunem că concentrația regiunilor țintă este aceeași și că există o astfel de regiune pe moleculă de ADN Majoritatea oamenilor complet nevăzători au ritmuri circadiene care "curg liber", adică ritmurile lor nu sunt sincronizate cu semnalele temporale ale mediului, iar ciclul lor zilnic de fluctuații este de aproximativ , ore De ce credeți că ritmurile circadiene ale orbilor nu sunt adaptate la același ritm de de ore ca majoritatea populației? Puteți ghici ce simptome ar putea fi asociate cu un ceas circadian care rulează liber? Crezi că orbii au probleme cu somnul? Două forme strâns legate de apolipoproteină B (ApoB), componente ale lipoproteinelor plasmatice, au fost găsite în sângele uman ApoB- (greutate moleculară kDa) este sintetizată de intestine și este o componentă cheie a chilomicronilor, particule mari de lipoproteine responsabile pentru livrarea trigliceridelor alimentare către țesutul adipos pentru depozitare ApoB- (MW kDa) este sintetizat în ficat pentru a forma particule mult mai mici, lipoproteine cu densitate foarte mică, care sunt folosite pentru a distribui trigliceridele în organism pentru a satisface nevoile energetice Un set clasic de experimente a caracterizat relația uimitoare dintre aceste două proteine În secvențele de copii clonate ale ADNc formate din ARNm din aceste două țesuturi, singura diferență a fost găsită, în ADNc din celulele intestinale, timina este parte a codonului stop la locul în care se află citozina ca parte a codonului glutamină din ADNc din celulele hepatice (Fig Q ) Pentru a confirma diferențele de ARNm și pentru a găsi diferențele corespunzătoare în genom, ARN-ul și ADN-ul au fost izolate din celulele intestinale și hepatice, care au fost apoi amplificate prin GAD folosind oligonucleotide care flanchează regiunea de interes Fragmentele de ADN amplificate din patru probe au fost testate pentru prezența reziduurilor de timină sau citozină prin hibridizare cu oligonucleotide care conține fie secvență de ADNc hepatică (oligo-Q) fie intestinală (oligo-STOP) Rezultatele sunt prezentate în tabel Q ADNc hepatic M IQFD ARNm apolipoproteină B cADN intestin m I * ATGATACAATTTGATi ATGATATAATTTGAT Orez Q Localizarea diferențelor în secvențele clonelor de ADNc derivat din ficat și ARN apolipoproteinei B (ApoB) intestinale (Problema ) Secvențele de aminoacizi codificate sub forma unui cod cu o literă sunt aliniate la secvențele de ADNc Sunt două forme de ApoB formate prin controlul transcripției din două gene diferite, prin controlul procesării unui transcript ARN dintr-o genă sau prin scindarea diferită a unui produs proteic dintr-o genă? Justificati raspunsul Literatura Tabelul Q Hibridizarea oligonucleotidelor specifice cu regiuni amplificate de ARN și ADN ale ficatului și intestinelor (sarcina ) ARN ADN FICAT Oligo-Q +-++ Oligo-STOP -+ Hibridizarea este marcată cu +, absența ei - Literatură General Brown T A ( ) Genomes , ed a -a New York: Wiley-Liss Epigenetica ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Hartwell L , Hood L , Goldberg M L și colab ( ) Genetica: de la gene la genomi, ed a -a Boston: McGraw Hill Lodish H , Berk A , Kaiser CL și colab ( ) Molecular Cell Biology, a -a ed New York: W H Freeman McKnight S L & Yamamoto K R (eds ) ( ) Regulament transcripțional Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Mecanisme de transcriere ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Ptashne M & Gann A ( ) Genes and Signals Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor ARN de reglementare ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Watson J D, Baker T A, Beli S P et al ( ) Molecular Biology of the Gene, a -a ed Menlo Park, CA: Benjamin Cummings Despre reglarea genelor Campbell K H , McWhir J , Ritchie WA & Wilmut I ( ) Oi clonate prin transfer nuclear dintr-o linie celulară cultivată Natura : - Davidson EH ( ) Genomul de reglementare: rețele de reglementare a genelor în dezvoltare și evoluție Burlington, MA: Elsevier Gurdon JB ( ) Generarea diversităţii şi modelului în dezvoltarea animalelor Celula : - Levine M & Tjian R ( ) Reglarea transcripției și diversitatea animalelor Nature : - Ross DT, Scherf U , Eisen MB și colab ( ) Variația sistematică a modelelor de expresie a genelor în liniile de celule canceroase umane Nature Genet : - Motive de legare a ADN-ului în proteinele regulatoare ale genelor Gehring WJ, Affolter M & Burglin T ( ) Homeodomain proteins Annu Rev Biochim : - Harbison CT, Gordon DB, Lee TI și colab ( ) Codul de reglementare transcripțional al unui genom eucariotic Nature : - Luscombe NM, Austin SE, Berman HM și colab ( ) O privire de ansamblu asupra structurilor complexelor proteine-ADN Gen Biol : recenzii - McKnight SL ( ) Fermoarele moleculare în reglarea genelor sci A m : - Partea Mecanisme genetice de bază Pabo C O & Sauer RT ( ) Factori de transcripție: familii structurale și principii ale recunoașterii ADN-ului Annu Rev Biochim : - Rhodes D & Klug A ( ) Zinc fingers sci A m : - Seeman NC, Rosenberg JM & Rich A ( ) Recunoașterea specifică a secvenței a acizilor nucleici dublu elicoidal de către proteine Proc Natl Acad sci SUA : - Cum funcționează comutatoarele genetice Becker R W & Horz W ( ) Remodelarea nucleozomului dependent de ATP Annu Rev Biochim : - Beckwith J ( ) Operonul: o relatare istorică In Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology (Neidhart F C , Ingraham JL, Low K B et al eds ), voi , pp - Washington, DC: ASM Press Gaszner M & Felsenfeld G ( ) Izolatori: exploatarea mecanismelor transcripționale și epigenetice Natura Rev Genet : - Gilbert W şi Muller-Hill B ( ) Operatorul lac este ADN Proc Natl Acad sci SUA : Green MR ( ) Activarea transcripției eucariote: chiar pe țintă Mol Celula : - Jacob F & Monod J ( ) Mecanisme de reglare genetică în sinteza proteinelor J Mol Biol : - Lawson CL, Swigon D , Murakami KS et al ( ) Proteina activator de catabolit: legarea ADN-ului și activarea transcripției Curr Opinează Struct Biol : - Miliar C B , & Grunstein M ( ) Modele la nivelul genomului de modificări ale histonelor în drojdie Natura Rev Mol Biol celular : - Narlikar GJ, Fan HY & Kingston RE ( ) Cooperare între complexe care reglează structura și transcripția cromatinei Celula : - Oehler S , Eismann ER, Krâmer H et al ( ) Cei trei operatori ai operonului lac cooperează în represiune EMBO J : - Ptashne M ( ) A Genetic Switch: Phage and Lambda Revisited, a -a ed Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Ptashne M ( ) Legarea specifică a represorului fagului lambda la ADN-ul lambda Natura : - Sf Johnston D & Nusslein-Volhard C ( ) The Origin of pattern and polarity in the Drosophila embryon Celula : - Strahl BD & Allis CD ( ) Limbajul modificărilor histonelor covalente Natura : - Mecanisme genetice moleculare implicate în formarea unor tipuri de celule specializate Alon U ( ) An Introduction to Systems Biology: Design Principles of Biological Circuits (Chapman & Hall/Crc Mathematical and Computational Biology Series) TF Chapman Bell-Pedersen D , Cassone VM, Earnest DJ și colab ( ) Ritmuri orcadiene de la oscilatoare multiple: lecții de la diverse organisme Natura Rev Genet : - Bernstein B E , Meissner A & Lander ES ( ) Epigenomul mamiferelor Celula : - Literatura Herskowitz I ( ) O ierarhie de reglementare pentru specializarea celulară în drojdie Nature : - Klose RJ & Bird AP ( ) Metilarea ADN-ului genomic: marca și mediatorii săi Trends Biochim sci : - Meyer BJ ( ) Sexul în vierme: numărarea și compensarea dozei de cromozom X Trends Genet : - Surani MA ( ) Reprogramarea funcției genomului prin moștenirea epigenetică Nature : - Tapscott SJ ( ) Circuitul unui comutator mașter: MyoD și reglarea transcripției genelor musculare scheletice Dezvoltare : - Reglarea post-transcripțională Bass B L ( ) Editarea ARN de către adenozin deaminaze care acționează asupra ARN Annu Rev Biochim : - Blencowe BJ ( ) Alternative splicing: noi perspective din analizele globale Celula : - Brennecke J , Stark A , Russell RB și colab ( ) Principiile recunoașterii microARN-țintă Biologie PLoS Fire A , Xu S , Montgomery MK și colab ( ) Interferența genetică puternică și specifică de către ARN-ul dublu catenar în Caenorhabditis elegans Nature : - Frankel AD & Young JAT ( ) HIV- : cincisprezece proteine și un ARN Annu Rev Biochim : - Gottesman S ( ) Regulatorii mici de ARN ai Escherichia coli: roluri și mecanisme Annu Rev microbiol : - Mello C C & Conte D ( ) Revealing the world of ARN interference Nature : - Parker R & Sheth U ( ) P corpi și controlul traducerii și degradării ARNm Mol Celula : - Stuart KD, Schnaufer A , Ernst NL și colab ( ) Management complex: editarea ARN în tripanozomi Trends Biochim sci : - Tolia NH & Joshua-Tor L ( ) Slicer and the argonautes Nature Chim Biol : - Tomari Y & Zamore PD ( ) Perspectivă: mașini pentru RNAi Genele dev : - Valencia-Sanchez MA, Liu J , Hannon GJ et al ( ) Controlul translației și al degradării ARNm de către miARN și siARN Genele dev : - Verdel A & Moazed D ( ) ARNi-directed assembly of heterochromatin in fission yeast FEBS Letters : - Wilhelm JE & Smibert CA ( ) Mecanisme de reglare translațională la Drosophila Biol Celula : - Winkler WC & Breaker RR ( ) Reglarea expresiei genelor bacteriene prin riboswitches Annu Rev microbiol : - PARTEA III METODE Manipularea proteinelor, ADN-ului și ARN-ului Progresul științei este adesea strâns legat de dezvoltarea tehnologiei De exemplu, un întreg domeniu al biologiei celulare a apărut atunci când artizanii au învățat cum să măcina lentilele mici atât de fin încât a devenit posibil să se observe celulele și structura lor internă Dezvoltarea tehnicilor de șlefuire a lentilelor, mai degrabă decât progresele conceptuale sau filozofice, a permis lui Hooke și Leeuwenhoek să descopere o lume celulară nevăzută anterior, în care creaturi minuscule roiesc într-o mică picătură de apă (Fig ) Secolul promite să aibă un succes deosebit pentru biologia celulară Utilizarea activă a noilor metode de analiză a proteinelor, ADN-ului și ARN-ului duce la o explozie informațională Oamenii de știință pot explora acum celulele și macromoleculele în moduri până acum de neimaginat Miliarde de secvențe de nucleotide sunt disponibile pentru noi și, ca rezultat, diagrame moleculare complete ale sutelor de organisme, de la microbi și Arabidopsis la viermi, muște, șoareci, câini, cimpanzei și oameni Noi metode puternice ajută la interpretarea acestor informații, permițându-ne nu numai să alcătuim cataloage uriașe detaliate de gene și proteine, ci și să începem să înțelegem modul în care aceste componente lucrează împreună pentru a asigura existența și funcționarea celulelor și organismelor Scopul pe termen lung este nimic mai puțin decât acela de a obține o înțelegere completă a ceea ce se întâmplă în celulă în timp ce interacționează cu mediul și vecinii ei Vrem să știm ce gene funcționează, ce transcrieri de ARNm sunt prezente în celulă și ce proteine Orez viata microscopica Exemple de "diverse animalcule" văzute de Leeuwenhoek cu cel mai simplu microscop al său, a) Bacteriile din placă Prezentat în fig ( ) Leeuwenhoek a descris organismele ca "plutind mai întâi înainte și apoi înapoi" ( ) b) Algele verzi eucariote Voivox ( ) (Cu amabilitatea Fundației John Innes) Partea a III-a Metode active: unde se află, la ce alte molecule se leagă și căi sau rețele metabolice cărora le aparțin De asemenea, vrem să știm cum se descurcă celula cu succes cu un număr atât de uluitor de variabile și cum le alege dintr-un număr aproape nelimitat de posibilități pe cele care îi permit să îndeplinească o varietate de sarcini biologice Acest tip de informații ne va permite să formulăm principii fundamentale și, în timp, să prezicem modul în care genele și proteinele funcționează pentru a pune bazele vieții În acest capitol, descriem câteva dintre principalele metode de studiere a componentelor moleculare ale celulei, și anume proteine, ADN și ARN Vom analiza cum să izolam celulele de diferite tipuri din țesuturi, cum să le creștem în afara corpului și cum să distrugem celulele și să obținem organelele și macromoleculele lor constitutive într-o formă pură Vom acoperi, de asemenea, cele mai recente metode de a studia structura, funcția și interacțiunile proteinelor și vom analiza progresele în tehnologia ADN-ului care continuă să revoluționeze înțelegerea noastră a funcției celulare Metodele descrise în acest capitol au condus la multe dintre descoperirile prezentate în această carte și sunt acum folosite de zeci de mii de oameni de știință în fiecare zi Izolarea și cultivarea celulelor în cultură Deși organelele și moleculele mari dintr-o celulă pot fi văzute cu un microscop, este necesară o analiză biochimică detaliată pentru a înțelege cum funcționează Majoritatea metodelor biochimice necesită distrugerea fizică a unui număr mare de celule pentru a avea acces la componentele lor Dacă o probă de țesut constând din diferite tipuri de celule este luată ca probă, populațiile de celule eterogene vor fi amestecate între ele Pentru a obține cât mai multe informații despre celulele tisulare, biologii au dezvoltat modalități de a izola celulele din țesut și de a le clasifica în tipuri Aceste tehnici fac posibilă obținerea unor populații de celule relativ omogene, care pot fi deja analizate fie direct, fie după o creștere semnificativă a numărului lor datorită proliferării în cultură Celulele pot fi izolate din țesuturi intacte Țesuturile intacte sunt cea mai apropiată sursă de material de un sistem viu real, deoarece oferă celule care sunt de fapt prezente în organism Primul pas în izolarea celulelor individuale este distrugerea matricei extracelulare și a contactelor intercelulare care leagă celulele Proba de țesut este tratată în mod obișnuit cu enzime proteolitice (cum ar fi tripsina și colagenaza) care digeră proteinele matricei extracelulare și agenți de chelare (cum ar fi acidul etilendiaminotetraacetic sau EDTA) care leagă ionii de Ca + care mediază contactele celulă la celulă Un astfel de țesut poate fi apoi distrus prin agitare mecanică ușoară În unele metode de analiză biochimică, proteina dorită poate fi obținută în cantități suficiente fără a diviza țesutul în tipuri de celule separate De exemplu, acest lucru este valabil pentru prepararea histonelor din timus de vițel, actină musculară de iepure sau tubulină cerebrală bovină În alte cazuri, primirea Izolarea și cultivarea celulelor în cultură proteina necesară necesită acumularea acesteia în celule de un anumit tip Pentru a izola tipurile individuale de celule dintr-o suspensie mixtă, sunt utilizate mai multe abordări Cea mai comună metodă de separare se bazează pe marcarea celulelor specifice cu un colorant fluorescent legat de un anticorp Anticorpul este selectat astfel încât să se lege în mod specific doar de suprafața unui tip de celulă tisulară Celulele marcate pot fi apoi separate de celulele nemarcate folosind un sortator electronic de celule cu excitație prin fluorescență În acest dispozitiv uimitor, celulele individuale sunt trecute una câte una de un fascicul laser care măsoară rapid fluorescența fiecărei celule Atomizorul vibrant creează picături minuscule care conțin o singură celulă sau nicio celulă Picăturile care conțin celula sunt automat încărcate pozitiv sau negativ în momentul formării, în funcție de faptul dacă celula este fluorescentă; apoi sunt trimise în containerul corespunzător datorită câmpului electric puternic Grupuri rare de celule, care sunt detectate din cauza împrăștierii crescute a luminii de pe suprafața lor, rămân neîncărcate și sunt trimise la containerul de deșeuri Astfel de dispozitive pot izola eficient o celulă fluorescentă din de celule nemarcate și pot sorta câteva mii de celule pe secundă (Fig ) Unele celule pot fi, de asemenea, obținute prin disecția cu atenție a secțiunilor de țesut subțire pregătite pentru examinarea microscopică (vezi capitolul ) Într-o abordare, o peliculă subțire de plastic este aplicată pe o bucată de țesut și iradiată cu un impuls direcționat al unui laser infraroșu Un astfel de impuls topește un mic cerc de peliculă, legând celulele subiacente, care pot fi apoi separate pentru analize ulterioare Această tehnică, numită microdisecție cu captură cu laser, poate fi utilizată pentru a izola și analiza celule din diferite zone ale unei tumori, permițând compararea proprietăților și compoziției moleculare a acestora cu cele ale celulelor normale învecinate Într-o astfel de metodă, un impuls laser decupează direct un grup de celule și le catapultează într-un recipient adecvat pentru analize ulterioare (Fig ) O populație omogenă de celule obținută prin oricare dintre acestea sau prin orice alte metode de izolare poate fi utilizată direct pentru analiza biochimică După ce celulele sunt distruse prin acțiune mecanică, detergenți sau alte proceduri, citoplasma sau organele individuale pot fi izolate și apoi molecule specifice purificate Celulele pot fi crescute în cultură Moleculele pot fi izolate din țesuturi întregi, dar aceasta nu este adesea cea mai convenabilă sursă de material, necesitând, de exemplu, excursii dimineața devreme la abator Problema nu este doar comoditatea Animalele folosite ca sursă de organe nu pot fi manipulate genetic Mai mult, complexitatea țesuturilor și organelor intacte este un dezavantaj inerent în purificarea moleculelor individuale Celulele cultivate oferă o populație mai omogenă pentru extracția materialului și sunt mult mai convenabile pentru a lucra în laborator În condițiile potrivite într-o cutie Petri, majoritatea celulelor vegetale și animale pot crește, se pot împărți și chiar se pot diferenția Celulele pot fi examinate continuu la microscop sau analizate prin metode biochimice În plus, ele pot fi studiate sistematic prin adăugarea sau îndepărtarea unor molecule specifice, cum ar fi hormonii Partea a III-a Metode celulă fluorescentă grupuri mici de celule care sunt încărcate pozitiv prin detectarea uneia celulă nefluorescentă V - V - balon pentru picături nedeviate Orez Sortator de celule cu excitație prin fluorescență Se măsoară fluorescența unei celule care trece prin fasciculul laser Picăturile care conțin o singură celulă sunt încărcate pozitiv sau negativ, în funcție de dacă celula are fluorescență Apoi, în funcție de sarcina lor, ele sunt direcționate de câmpul electric în tubul de colectare a probei Rețineți că este necesar să alegeți concentrația de celule în așa fel încât majoritatea picăturilor să nu conțină celule și să intre în recipientul de deșeuri împreună cu orice agregate celulare sau factori de creștere Mai mult, prin amestecarea a două tipuri de celule, este posibil să se studieze interacțiunea unui tip cu altul Uneori, experimentele cu culturi celulare sunt denumite experimente in vitro (literal, "în sticlă"), spre deosebire de lucrul cu organisme vii intacte, cărora li se aplică termenul un vivo (literal, "într-un organism viu") Aceste nume duc uneori la confuzie, deoarece biochimiștii le dau adesea un sens complet diferit În laboratorul biochimic, termenul in vitro se referă la experimente făcute într-o eprubetă fără celule vii, în timp ce un vivo se referă la orice reacție care are loc în interiorul unei celule vii, chiar dacă acea celulă crește în cultură Izolarea și cultivarea celulelor în cultură fasciculul laser decupează zona de interes tăietură subțire microscop Orez Metoda de microdisecție pentru izolarea celulelor din secțiuni de țesut Un fascicul laser este folosit pentru a tăia țesutul de interes și pentru a-l împinge în recipient Această abordare face posibilă izolarea chiar și a celulelor individuale dintr-o probă de țesut "catapultând" zona selectată într-un container Cultura de țesut a început în cu un experiment menit să rezolve o dispută între neurologi pentru a testa o ipoteză numită "doctrina neuronală" Semnificația sa constă în faptul că fiecare fibră nervoasă este un proces al unei singure celule nervoase, și nu rezultatul fuziunii mai multor celule Pentru a testa această afirmație, bucăți mici din măduva spinării au fost plasate în lichid tisular coagulat și plasate într-o cameră caldă și umedă La intervale regulate, preparatul a fost observat la microscop Aproximativ o zi mai târziu, celulele nervoase individuale au început să elibereze fibre lungi și subțiri (axoni) în cheaguri de sânge Astfel, doctrina neuronală a primit un sprijin larg și a pus bazele revoluției în biologia moleculară care a avut loc ca urmare a dezvoltării metodei culturii celulare Aceste experimente timpurii asupra fibrelor nervoase au folosit bucăți mici de țesut numite explante Culturile sunt acum mai des crescute dintr-o suspensie de celule izolate din țesuturi folosind metodele descrise mai sus Spre deosebire de bacterii, majoritatea celulelor tisulare nu sunt capabile să trăiască în grosimea unui lichid; au nevoie de o suprafață solidă pentru a crește și a se împărți În cazul culturilor celulare, suprafața unei cutii Petri de cultură din plastic servește ca un astfel de substrat Cu toate acestea, diferite tipuri de celule necesită condiții diferite și multe celule necesită o substanță în placa Petri de care se pot atașa, cum ar fi polilizină sau componente ale matricei extracelulare, pentru a prolifera sau diferenția Culturile preparate direct din celulele corpului se numesc culturi primare În stadiul inițial, pot fi fracționați, adică împărțiți în tipuri de celule, dar acest lucru nu se face întotdeauna În cele mai multe cazuri, celulele din cultura primară pot fi îndepărtate din vasul de cultură și re-crescute pentru a forma așa-numitele culturi secundare; astfel, ele pot fi reînsămânțate (trecut) de multe ori pe parcursul săptămânilor sau lunilor Astfel de celule au multe trăsături caracteristice sursei lor ( ): fibroblastele continuă să secrete colagen; celule izolate Partea a III-a Metode Orez Fotomicrografii ale culturilor celulare, a) Fibroblaste de șoarece, b) Mioblaste de pui fuzionate pentru a forma celule musculare multinucleate, c) Celule nervoase purificate ale ganglionului retinian de șobolan, d) Celule de tutun în cultură lichidă (Cu amabilitatea lui Daniel Zicha (o); Rosalind Zalin (b) Elsevier de la A Meyer-Franke și colab , Neuron : - , (c) și Gethin Roberts (d) ) din mușchii scheletici embrionari, fuzionează pentru a forma fibre musculare capabile de contracție spontană într-un vas de cultură; axonii cresc din celulele nervoase, care au excitabilitate electrică și formează sinapse cu alte celule nervoase; celulele epiteliale formează straturi plate, ale căror proprietăți coincid în mare măsură cu cele ale epiteliului intact Păstrarea acestui tip de trăsături caracteristice în cultură permite studiul celulelor prin metode care adesea nu sunt disponibile în cazul țesuturilor intacte În culturile celulare, nu se cultivă doar celule animale Atunci când un fragment de țesut vegetal este cultivat într-un mediu steril care conține minerale și regulatori de creștere adecvați, multe celule încep să prolifereze la infinit, formând o masă dezordonată de celule relativ nediferențiate - calus Cu o selecție atentă a mineralelor și a regulatorilor de creștere, este posibil să se provoace formarea de meristeme apicale în calus, mai întâi lăstari și apoi rădăcini și să recreeze întreaga plantă Ca și în cazul celulelor animale, culturile de calus pot fi separate mecanic în celule individuale care vor crește și se vor împărți în cultură în suspensie (vezi Figura d) O problemă cu culturile celulare obținute prin distrugerea țesuturilor este că, în timp, celulele mor Cele mai multe celule de vertebrate încetează să se divizeze după un număr finit de diviziuni în cultură Acest proces se numește îmbătrânire celulară replicativă (această problemă este discutată în detaliu Izolarea și cultivarea celulelor în cultură în capitolul ) Fibroblastele umane normale, de exemplu, se împart de obicei doar de - de ori în cultură În astfel de celule, capacitatea limitată de a prolifera reflectă scurtarea treptată a telomerilor, secvențe de ADN situate la capetele cromozomilor cu un număr mare de repetări și proteine speciale (vezi capitolul ) Celulele umane somatice au oprit sinteza enzimei telomerazei, care menține o lungime constantă a telomerilor și, prin urmare, telomerii se scurtează cu fiecare diviziune Fibroblastele umane pot fi induse să prolifereze la infinit prin introducerea în ele a unei gene care codifică subunitatea catalitică a telomerazei; în acest caz, ele pot fi propagate ca o linie celulară "nemuritoare" Cu toate acestea, unele celule umane nu pot fi imortalizate în acest fel Chiar dacă telomerii lor rămân lungi, ei încă încetează să se divizeze după un număr limitat de diviziuni, deoarece condițiile de cultură declanșează în cele din urmă mecanismul punctului de control al ciclului celular (vezi capitolul ) care oprește ciclul celular, un proces denumit uneori șoc de cultură Pentru ca aceste celule să nu înceteze divizarea, o injecție de telomerază nu este suficientă De asemenea, este necesar să dezactivați mecanismul punctului de control Acest lucru se poate face prin introducerea anumitor oncogene care stimulează cancerul, izolate, de exemplu, din virusurile tumorale (vezi capitolul ) Spre deosebire de celulele umane, majoritatea celulelor de șobolan nu opresc sinteza telomerazei, iar telomerii lor nu se scurtează cu fiecare diviziune Astfel, dacă se evită șocul de cultură, unele tipuri de celule de șobolan se vor împărți la infinit în cultură Mai mult decât atât, în celulele rozătoarelor apar adesea modificări genetice care inactivează mecanismul punctului de control, ducând la apariția spontană a liniilor celulare nemuritoare Liniile celulare sunt cel mai ușor obținute din celulele canceroase, dar astfel de culturi, numite linii celulare transformate, vor diferi de culturile preparate din celule normale De exemplu, liniile celulare transformate cresc adesea fără atașare la o suprafață și sunt capabile să prolifereze într-un vas de cultură la o densitate celulară mult mai mare Experimental, este posibil să se confere proprietăți similare celulelor normale prin transformare cu un virus purtător de tumori sau un compus chimic Liniile celulare astfel obținute, atunci când sunt introduse într-un animal susceptibil, sunt capabile să provoace creșterea tumorii (deși de obicei doar o mică subpopulație, și anume celulele stem canceroase, este capabilă de acest lucru - vezi capitolul ) Atât liniile celulare transformate cât și cele netransformate sunt foarte utile pentru cercetarea celulară ca surse ale unui număr mare de celule care sunt omogene ca tip și proprietăți Mai mult, pot fi păstrate în azot lichid la - °C pentru un timp aproape nelimitat, iar după dezghețare își păstrează viabilitatea Cu toate acestea, este important să ne amintim că celulele din ambele tipuri de linii celulare sunt aproape întotdeauna fundamental diferite de progenitorii lor din țesuturile din care au fost izolate Unele dintre liniile celulare utilizate pe scară largă sunt enumerate în Tabelul Liniile diferite au merite diferite; de exemplu, celulele epiteliale PtK derivate de la șobolanul cangur, spre deosebire de celulele multor alte linii care se rotunjesc în timpul mitozei, rămân întotdeauna plate, ceea ce face ușoară observarea aparatului mitotic în acțiune Partea a III-a Metode Tabelul Unele linii celulare utilizate în mod obișnuit Linie celulară* Tipul și nțul citirii celulei ztz Fibroblast (șoarece) BHK (hamster sirian) MDCK (câine) Celula epitelială HeLa (umană) PtKl (șobolan cangur) L mioblast (șobolan) PCI Chromaffin (șobolan) Celulă plasmatică SP (șoarece) COS Rinichi (maimuță) Rinichi (uman); transformat de adenovirus CHO (hamster chinezesc) DT pentru recombinare dirijată eficientă (pui) R Celulă stem embrionară (șoarece) E Celulă stem embrionară (șoarece) H ,H Celulă stem embrionară (umană) Celulă asemănătoare macrofagelor S (Drosophila) BY Celula meristemă nediferențiată (tutun) * Multe dintre aceste celule sunt derivate din tumori Toate sunt capabile de replicare nesfârșită în cultură și au cel puțin unele dintre proprietățile caracteristice celulelor din care sunt derivate Printre cele mai promițătoare linii celulare din punct de vedere medical, se disting celulele stem embrionare (ES) Aceste celule uimitoare, derivate pentru prima dată din masa celulară internă a unui embrion de șoarece în stadiu incipient, pot prolifera la nesfârșit în cultură și păstrează încă un potențial de dezvoltare nelimitat Dacă celulele din vasul de cultură sunt plasate înapoi în mediul adecvat pentru stadiul incipient al dezvoltării embrionare, ele se pot dezvolta în toate tipurile de celule prezente în organism, inclusiv celulele sexuale ( ) Progenitul lor într-un embrion este perfect obișnuiți-vă cu orice loc în care se află, arătând toate proprietățile celulelor normale ale acestui țesut Celulele cu proprietăți similare cu celulele ES de șoarece pot fi acum izolate din embrioni umani, oferind o sursă potențial inepuizabilă de celule pentru a înlocui sau repara țesutul uman matur deteriorat Experimentele pe șoareci au arătat că, în viitor, celulele ES pot fi folosite pentru a crea celule specializate pentru terapie De exemplu, pentru a înlocui fibrele musculare scheletice degenerate la pacienții cu distrofie musculară, celulele nervoase care mor la victimele bolii Parkinson, celulele secretoare de insulină care sunt distruse în diabetul de tip și celulele musculare ale inimii care mor în timpul unui atac de cord Poate într-o zi prin recapitulare Izolarea și cultivarea celulelor în cultură Orez Celule stem embrionare (ES) izolate din embrion Toate tipurile de celule prezente în organism sunt capabile să se dezvolte din aceste celule cultivate Celulele ES sunt izolate din masa celulară internă a unui embrion în stadiu incipient Ele pot fi menținute în cultură pe termen nelimitat sub formă de celule stem (vezi capitolul ) Dacă sunt plasați înapoi în embrion, se integrează în acesta și se diferențiază în funcție de mediul lor Celulele pot fi, de asemenea, păstrate în cultură ca o linie celulară nemuritoare; apoi pot fi tratați cu diverși hormoni sau factori de creștere pentru a se diferenția într-un anumit tip de celulă (Conform E Fuchs și J A Segre, Cell : - , Cu amabilitatea lui Elsevier ) În urma dezvoltării embrionare, va fi posibil să crească organe întregi din celule ES Este important să ne amintim că celulele ES singure nu pot fi transplantate la adulți, deoarece pot duce la tumori numite teratoame O altă problemă serioasă este asociată cu utilizarea celulelor ES pentru repararea țesuturilor Dacă celulele transplantate sunt genetic diferite de cele ale pacientului în care sunt injectate, sistemul imunitar al primitorului va respinge și distruge celulele Desigur, această problemă poate fi evitată dacă celulele folosite pentru terapie sunt luate din propriul corp al pacientului Capitolul discută această problemă; multe țesuturi ale organismului adult conțin celule stem, a căror funcție este reumplerea continuă a grupului de celule de unul sau mai multe tipuri O cantitate semnificativă de cercetare în domeniul celulelor stem este dedicată în mod special modalităților de control al comportamentului acestor celule stem adulte pentru repararea țesuturilor Tehnologia celulelor ES, cel puțin în teorie, oferă și o soluție la problema respingerii sistemului imunitar a țesuturilor străine Această abordare, cunoscută sub numele de "clonare terapeutică", face obiectul secțiunii următoare Partea a III-a Metode Transplantul de nuclee de celule somatice poate duce la crearea de celule stem personale Termenul "clonare" este folosit ca prescurtare pentru mai multe tipuri destul de diferite de proceduri Aceste diferențe trebuie înțelese, mai ales în legătură cu dezbaterea publică despre etica cercetării celulelor stem În biologie, o clonă este doar un set de indivizi identici genetic, descendenți dintr-un predecesor Cel mai simplu tip de clonare este clonarea celulară Astfel, o singură celulă stem epidermică poate fi izolată de piele, lăsată să crească și să se dividă în cultură, iar rezultatul este o clonă mare de celule epidermice identice genetic Ele pot fi apoi folosite, de exemplu, pentru a reface pielea pacienților cu arsuri severe Acest tip de clonare nu este altceva decât o îmbunătățire artificială a proceselor de proliferare și vindecare celulară care au loc în corpul uman în condiții normale Clonarea organismelor multicelulare întregi - clonarea reproductivă - este un proces complet diferit Implica mecanisme care sunt radical diferite de procesele naturale De obicei, fiecare animal are o mamă și un tată și este diferit genetic de ei Clonarea reproductivă elimină nevoia a doi părinți și a unei uniuni sexuale pentru a produce viață În cazul mamiferelor, s-au obținut rezultate deosebite la oi și alte animale domestice prin transplantul de nuclee de celule somatice Procedura începe cu un ou nefertilizat Nucleul este aspirat din această celulă haploidă și înlocuit cu nucleul unei celule somatice diploide obișnuite Celula donatoare diploidă este de obicei recoltată din țesutul adult O celulă hibridă, constând dintr-un nucleu donor diploid și citoplasma oului primitor, se dezvoltă în cultură de ceva timp Într-un număr mic de cazuri, are loc formarea unui embrion, care este apoi plasat în uterul unei mame surogat (Fig ) Dacă experimentatorul are noroc, embrionul se va dezvolta normal și în cele din urmă se va naște un nou animal Obținut astfel prin clonarea reproductivă, individul va fi identic genetic cu adultul care a servit drept donator al celulei diploide (cu excepția unei cantități mici de informații genetice conținute în mitocondrii, care este moștenită exclusiv din citoplasma oului) ) Clonarea terapeutică este foarte diferită de clonarea reproductivă În acest caz, transplantul de nuclei de celule somatice este utilizat pentru a crea celule ES personale (vezi Fig ) Aici, un embrion aflat într-un stadiu foarte incipient de dezvoltare, constând din aproximativ de celule, nu este transferat în uterul unei mame surogat În schimb, este stocat în cultură și utilizat ca sursă de celule ES pentru a le diferenția în diferite tipuri de celule care pot fi folosite pentru repararea țesuturilor Celulele obţinute în acest fel sunt genetic aproape identice cu donatorul nucleului original, astfel încât pot fi transplantate înapoi în donator fără riscul unei reacţii imunologice Transplantul de nuclee de celule somatice are potențial un alt avantaj - poate permite studiul bolilor ereditare umane Celulele ES care au primit un nucleu somatic de la un individ cu o boală ereditară pot permite investigarea directă a dezvoltării bolii pe măsură ce boala progresează Izolarea și cultivarea celulelor în cultură CLONARE REPRODUCTIVĂ vițel celule tisulare mature care conțin genomul clonat fusul meiotic ovul nefertilizat al unei femele mature FUZIUNEA CELULARE SAU NUCLEO INTRODUCERE îndepărtarea nucleului din ou / embrionul este transferat în uterul unei mame surogat celulele embrionare aflate într-un stadiu incipient de dezvoltare dezvoltarea embrionului se transferă într-un stadiu incipient într-un vas de cultură Dezvoltarea celulelor ES TERAPEUTIC CLONAREA Orez Clonarea reproductivă și terapeutică Celulele adulte pot fi folosite pentru clonarea reproductivă sau pentru crearea de celule ES personale (așa-numita clonare terapeutică) diferențierea în diferite tipuri de celule Celulele ES "specifice bolii" și descendenții lor diferențiați pot fi, de asemenea, utilizate pentru a dezvolta și testa noi medicamente Aceste abordări sunt încă în stadii incipiente, iar în multe țări anumite aspecte ale cercetării sunt interzise de lege Rămâne neclar dacă este posibil să se creeze celule ES umane folosind transplantul nuclear și dacă acestea sunt capabile să justifice pe deplin speranțele puse asupra lor de către oamenii de știință Anticorpii sunt un instrument foarte util în biologia celulară Specificitatea lor ridicată face posibilă vizualizarea locației câtorva proteine specifice din multele mii sintetizate de celulă Anticorpii sunt adesea obținuți prin inocularea animalelor cu o proteină de interes și apoi izolarea anticorpilor specifici pentru acea proteină din serul sanguin Cu toate acestea, rezultatul este un amestec eterogen de anticorpi care recunosc diferite situsuri antigenice pe macromoleculă Mai mult, un animal vaccinat poate produce un număr limitat de anticorpi, iar anticorpii vor diferi în funcție de indivizi În plus, anticorpii specifici antigenului dorit reprezintă doar o fracțiune din toți anticorpii din serul sanguin O abordare alternativă care face posibilă obținerea unui număr nelimitat de anticorpi identici între ei și creșterea semnificativă a specificității și aplicabilității metodelor pe bază de anticorpi este sinteza anticorpilor prin linii celulare de hibridom Această tehnologie, dezvoltată în , a revoluționat sinteza anticorpilor atât pentru nevoile biologiei celulare, cât și pentru diagnosticarea și tratamentul anumitor boli, precum poliartrita reumatoidă și cancerul Partea a III-a Metode O SUSPENSIUNE DE DOUA TIPURI DE CELULE ESTE CENTRIFUGĂ CU ADĂUGAREA UNUI AGENT DE PROMOVARE A FUZIUNII FUNZIONAREA CELULULE ŞI FORMAREA HETEROCARIONILOR SUSŢINUTE ATUNCI ÎN CULTURĂ heterocarion Supraviețuiește într-un mediu selectiv ȘI NUMAI HETEROCARIOI PROLIFE DEVIN CELULE HIBRIDE PE CARE APOI CLONEZĂ trei clone de celule hibride celulă hibridă celule canceroase diferențiate celulă normală de șoarece Orez Obținerea hibrizilor celulari Este posibil să fuzionați două celule și să obțineți un heterocarion - o celulă cu două nuclee De obicei, suspensia celulară este tratată cu anumiți viruși inactivați sau polietilen glicol, care promovează fuziunea celulară prin modificarea structurii membranei lor plasmatice În final, heterocarionul suferă mitoză și se obține o celulă hibridă, în care învelișurile celor doi nuclei sunt distruse, iar cromozomii sunt combinați într-un singur nucleu mare Astfel de celule hibride dau naștere la linii celulare hibride nemuritoare Dacă una dintre celulele părinte provine dintr-o linie celulară tumorală, atunci celula hibridă se numește hibridom o singură linie dintr-un singur anticorp limfocitar B secretor pentru a obține un număr mare de anticorpi omogene Limfocitele B trăiesc în mod normal în cultură pentru un timp limitat, dar limfocitele B care sintetizează anticorpi individuali de la șoareci sau șobolani imunizați, atunci când sunt fuzionate cu celule dintr-o linie celulară de limfocite B transformate, pot da naștere la hibrizi capabili să sintetizeze un anticorp specific și se înmulțesc la infinit în cultură Astfel de hibridoame sunt crescute ca linii celulare separate, fiecare dintre acestea fiind o sursă constantă a unui singur tip de anticorpi monoclonali ( ) Fiecare tipul lor recunoaște un singur tip de situs antigenic, cum ar fi un grup particular de cinci sau șase reziduuri de aminoacizi cu catenă laterală pe suprafața proteinei Datorită specificității omogene, anticorpii monoclonali sunt în majoritatea cazurilor mult mai convenabil decât serul imun convențional Un avantaj important al metodei hibridomului este că este posibil să se sintetizeze anticorpi monoclonali împotriva moleculelor care formează doar o mică parte dintr-un amestec complex Într-un ser imunitar normal conceput pentru un astfel de amestec, proporția de molecule de anticorpi care recunosc componenta conținută într-o cantitate mică nu va fi suficientă pentru a aduce vreun beneficiu Dar dacă hibridoamele sunt obținute din limfocitele B care sintetizează diferite componente ale serului imun, atunci dintr-un număr mare de clone de hibridom se poate selecta pe cea care va produce anticorpul monoclonal necesar și crește această linie pentru sinteza anticorpilor în cantități nelimitate Astfel, un anticorp monoclonal poate fi sintetizat pentru orice proteină dintr-un amestec biologic Odată ce anticorpul este gata, poate fi utilizat pentru a localiza, observa mișcarea și studia structura și funcția proteinei în celule și țesuturi Izolarea și cultivarea celulelor în cultură șoarece imunizat cu antigenul X linie celulară mutantă derivată din limfocitele B tumorale eu celula care sintetizează anticorpi anti-X Limfocitele B (mor după câteva zile de creștere în cultură) FUZIUNE (celulele cresc la infinit în mediu normal, dar mor în mediu selectiv) celulele hibridom rezultate sunt cultivate în plăci cu mai multe godeuri eu numai celulele hibridom supraviețuiesc și proliferează în anticorpi anti-X secretați în mediu selectiv verificați supernatantul pentru prezența anticorpilor anti-X, apoi culturi de celule din godeu cu o reacție pozitivă (- celulă per godeu) ' 'J imiadsh clonele pozitive sunt surse constante de anticorpi anti-X celulele sunt lăsate să prolifereze și supernatanții individuali sunt testați pentru anticorpi anti-X Orez Prepararea hibridoamelor care secretă anticorpi monoclonali împotriva unui antigen specific Aici, antigenul de interes este denumit "antigen X" Mediul selectiv utilizat după etapa de fuziune celulară conține un inhibitor (aminopterina) care blochează căile biosintetice normale pentru formarea nucleotidelor Astfel, celulele trebuie să utilizeze o cale alternativă pentru sinteza acizilor nucleici Această cale este perturbată în liniile celulare mutante crescute din limfocitele B tumorale, în timp ce funcționează ca în celulele normale derivate de la șoareci imunizați Deoarece niciunul dintre tipurile de celule utilizate pentru fuziunea inițială nu este capabil să supraviețuiască și să prolifereze singur, doar celulele hibridom rămân în cultură Țesuturile pot fi disociate în celulele lor constitutive, care la rândul lor pot fi clasificate și purificate pentru analiză biochimică sau cultură celulară Multe celule animale și vegetale supraviețuiesc Partea a III-a Metode cresc și proliferează într-o cutie Petri, cu condiția să conțină un mediu de cultură adecvat, nutrienți și molecule de semnalizare adecvate Deși majoritatea celulelor animale încetează să se divizeze după un număr finit de diviziuni celulare, celulele imortalizate prin mutație spontană sau manipulare genetică pot exista la infinit ca culturi celulare Celulele stem embrionare pot prolifera la nesfârșit într-un vas de cultură, păstrând capacitatea de a se diferenția în diferite tipuri de celule din organism Astfel, au un potențial medical enorm Celulele hibridom sunt utilizate pe scară largă pentru a obține un număr nelimitat de anticorpi monoclonali omogenei utilizați pentru a detecta și purifica proteinele celulare, precum și pentru a diagnostica și trata boli Purificarea proteinelor Sarcina de a izola o singură proteină din miile de tipuri prezente într-o celulă nu este ușoară, dar trebuie rezolvată pentru a studia funcția unei proteine in vitro Mai târziu în acest capitol, vom arăta cum metoda ADN-ului recombinant simplifică foarte mult această sarcină determinând celulele să sintetizeze cantități mari din proteina dorită, facilitând astfel izolarea și purificarea acesteia Indiferent dacă sursa proteinei este o celulă realizată prin bioinginerie sau un țesut intact, procesul de purificare începe de obicei cu fracționarea subcelulară pentru a reduce multicomponentele materiale Proteina este apoi purificată, crescându-și specificitatea la fiecare pas Celulele pot fi împărțite în fracțiile lor constitutive Pentru a purifica o proteină, aceasta trebuie îndepărtată din celulă Celulele pot fi perturbate în mai multe moduri: pot fi supuse șocului osmotic sau vibrațiilor ultrasonice, împinse printr-o gaură mică sau zdrobite într-un omogenizator Ca urmare a acestor proceduri, majoritatea membranelor celulare (inclusiv membrana plasmatică și reticulul endoplasmatic) sunt distruse, mici fragmente din care sunt imediat reînchise, formând vezicule Cu toate acestea, cu proceduri de distrugere atente, organele precum nucleul, mitocondriile, aparatul Golgi, lizozomii și peroxizomii rămân intacte Astfel, suspensia celulară se transformă într-o suspensie groasă (așa-numitul omogenat sau extract) care conține diverse organele cu membrană închisă, fiecare dintre ele având o dimensiune, sarcină și densitate caracteristice Având în vedere selecția corectă a mediului de omogenizare (prin încercare și eroare pentru fiecare organel), diverse componente, inclusiv veziculele derivate din reticulul endoplasmatic - microzomi, își păstrează majoritatea proprietăților biochimice naturale Apoi este necesar să se separe componentele omogenatului Acest tip de fracţionare celulară a devenit posibilă numai după dezvoltarea comercială la începutul anilor dispozitiv numit "ultracentrifugă preparativă" În ea are loc o rotație de mare viteză a extractului de celule distruse (Fig ) Acest lucru face posibilă separarea componentelor celulare în funcție de dimensiune și densitate: în general, cu cât particulele sunt mai mari, cu atât forța centrifugă va acționa mai mare asupra ei și cu atât se va roti mai repede La viteze relativ mici, cele șapte Purificarea proteinelor material de sedimentare a camerei blindate răcire vid motor Orez Ultracentrifuga preparativa Proba se află într-o eprubetă, care este plasată în găuri cilindrice dintr-un rotor metalic Datorită rotației rapide a rotorului, se creează o forță centrifugă uriașă, determinând sedimentarea particulelor din probă Vidul reduce frecarea, prevenind supraîncălzirea rotorului și permițând sistemului de răcire să mențină o temperatură constantă a probei de °C tute (sede) componente mari, cum ar fi nucleele, cu formarea unui precipitat la fundul tubului de centrifugare; la viteze mari și timpi lungi de centrifugare, pot fi colectate mai întâi mici vezicule închise, apoi ribozomi ( ) Toate aceste fracții nu vor fi pure, ci semnificative cantitatea de contaminanți poate fi îndepărtată prin resuspendarea peletei și centrifugare repetată Centrifugarea este aproape întotdeauna primul pas în fracţionare, dar poate separa doar componente care diferă semnificativ în mărime Un nivel mai ridicat de separare poate fi atins prin aplicarea unui strat subțire de omogenat la o soluție de sare diluată care umple un tub de centrifugă În timpul centrifugării, diferitele componente ale amestecului se vor deplasa prin soluția salină ca benzi separate, fiecare cu o viteză diferită Acest proces se numește sedimentare rapidă ( , a) Pentru ca această metodă să fie eficientă, benzile trebuie protejate de amestecarea prin convecție, care apare de obicei atunci când o soluție mai densă (de exemplu, care conține organele) este plasată peste una mai puțin densă (soluție de sare) Într-un dispozitiv special de amestecare, soluția din eprubetă este amplificată cu un gradient slab de zaharoză Datorită gradientului de densitate rezultat, soluția mai densă va fi în partea de jos a tubului, iar fiecare zonă a soluției saline va avea o densitate mai mare decât soluția de deasupra acesteia și, astfel, amestecarea prin convecție nu va interfera cu separarea Atunci când sunt sedimentate prin astfel de gradienți de zaharoză diluată, diverse componente celulare vor forma benzi distincte care pot fi Partea a III-a Metode omogenat celular CENTRIFUGARE LA VITEZĂ MICĂ sedimentul contine FRACȚIA SUPERNANTĂ ESTE EXPUSĂ CENTRIFUGARE LA VITEZA MEDIE sedimentul contine SUPERNATORUL ESTE SUPUS CENTRIFUGĂRII DE MARE VITEZĂ sedimentul contine FRACȚIA SUPERNANTĂ ESTE EXPUSĂ CENTRIFUGARE LA VITEZA FOARTE MARE sedimentul contine ribozomi virusuri macromolecule mari Orez Fracționarea celulelor prin centrifugare Centrifugarea repetată cu o creștere constantă a vitezei face posibilă separarea omogenaților celulari în componente În general, cu cât componenta subcelulară este mai mică, cu atât este mai mare forța centrifugă necesară pentru sedimentarea acesteia Valori tipice pentru diferite etape de sedimentare: viteză mică: g, minute viteză medie: g, minute viteză mare: g, oră viteză foarte mare: g, ore Purificarea proteinelor EXPRES a) SEDIMENTAREA METODĂ ECHILIBRUL SEDIMENTAL stabilizând - un gradient slab de concentrație de zaharoză (de exemplu, - %) - gradient mare de densitate a zaharozei (de exemplu, - %) eu CENTRIFUGARE aşezându-se încet componenta h - stabilirea rapidă componentă FRACȚIONARE componentă cu densitate redusă de plutire componentă cu densitate mare de plutire Orez Compararea metodelor de sedimentare cu viteză și echilibru de sedimentare a) În sedimentarea cu viteză, componentele subcelulare depuse pe o soluție diluată care conține zaharoză precipită la viteze diferite, în funcție de dimensiune și formă Pentru a evita amestecarea prin convecție a diferitelor benzi cauzată de mici diferențe de temperatură sau concentrație a soluției, se creează un gradient continuu slab de zaharoză în tub, a cărui concentrație crește spre fundul tubului (de obicei de la la % zaharoză) ) După centrifugare, diferitele componente pot fi izolate una câte una prin străpungerea fundului unui tub de centrifugă din plastic și colectarea picăturilor, așa cum se arată în figura b) În metoda echilibrului de sedimentare, componentele subcelulare se deplasează în sus sau în jos în timpul centrifugării într-un gradient până când ajung într-o poziție în care densitatea lor va coincide cu densitatea soluției din jur Deși aici este prezentat un gradient de zaharoză, este mai convenabil să se separe proteinele sau acizii nucleici folosind gradienții mai denși care pot fi creați cu clorură de cesiu Benzile obținute în echilibru pot fi colectate în același mod ca în Fig , a scoate în evidență unul Viteza relativă de sedimentare a fiecărei componente depinde în primul rând de mărimea și forma sa, descrise de obicei în termeni de coeficient de sedimentare sau valoarea S gravitației Aceste forțe enorme fac Partea a III-a Metode chiar și macromoleculele mici, cum ar fi moleculele de ARNt și enzimele simple, sedimentează la o rată apreciabilă și astfel pot fi separate unele de altele după dimensiune Ultracentrifugile sunt, de asemenea, folosite pentru a separa componentele celulare pe baza densității lor plutitoare, indiferent de dimensiune sau formă În acest caz, proba este sedimentată printr-un gradient de densitate mare care conține concentrații mari de zaharoză sau clorură de cesiu Fiecare componentă celulară începe să se miște împotriva gradientului (vezi Fig , a), dar în final va ajunge într-o poziție în care densitatea soluției va fi egală cu densitatea proprie După aceea, componenta va pluti la suprafață și nu se va putea deplasa mai departe Astfel, în tubul de centrifugă se formează un set de benzi individuale, dintre care cele mai apropiate de fund vor avea cea mai mare densitate de plutire (Fig , b) Așa-numita metodă de echilibru de sedimentare este atât de sensibilă încât permite separarea macromoleculelor care conțin izotopi grei, cum ar fi C sau N, de aceleași macromolecule care conțin izotopi mai ușori, mai comuni ( C sau N) De fapt, metoda gradientului de clorură de cesiu a fost dezvoltată în pentru a separa ADN-ul marcat și nemarcat după adăugarea precursorilor de nucleotide care conțin N la populațiile în creștere de bacterii; acest experiment clasic a oferit dovezi directe pentru replicarea ADN semi-conservativă (vezi Figura ) Extractele celulare sunt sisteme disponibile pentru studiul funcțiilor celulare Studiul organelelor centrifugate și a altor componente mari subcelulare a adus o contribuție neprețuită la înțelegerea noastră a funcțiilor diferitelor componente celulare Experimentele pe mitocondriile și cloroplastele centrifugate, de exemplu, au arătat că funcția centrală a acestor organite este de a converti energia în forme disponibile pentru utilizare de către celule În mod similar, veziculele închise formate din fragmente ale reticulului endoplasmatic aspru și neted (microzomi) au fost separate unele de altele și analizate ca modele ale acestor compartimente într-o celulă intactă Extractele celulare concentrate, în special extractele de ovocite Xenopus laevis (broasca cu gheare africane), au jucat un rol major în studiul unor procese atât de complexe și foarte organizate, cum ar fi ciclul de diviziune celulară, segregarea cromozomilor folosind fusul de diviziune și transportul vezicular în timpul deplasarea proteinelor din reticulul endoplasmatic prin aparatul Golgi în membrana plasmatică De fapt, extractele celulare sunt materia primă pentru separarea completă a tuturor componentelor macromoleculare individuale ale celulei Ne vom uita acum la modul în care se realizează această separare, concentrându-ne pe proteine Proteinele pot fi separate prin cromatografie Cel mai adesea, proteinele sunt separate folosind cromatografia pe coloană, în timp ce un amestec de proteine dizolvate este trecut printr-o coloană care conține solid poros Purificarea proteinelor matrice stuy (sorbent) Diverse proteine interacționează cu sorbantul în moduri diferite și sunt reținute pe matrice; ele pot fi colectate separat pe măsură ce ies din coloană ( ) În funcție de alegerea matricei, proteinele pot fi separate prin sarcină (schimb de ioni), hidrofobicitate (hidrofobă), capacitatea de a lega un anumit tip de molecule sau macromolecule mici (cromatografia de afinitate) și dimensiune (cromatografia pe gel sau filtrarea pe gel) CROMATOGRAFIE DE COLANĂ eprubetă matrice solidă plută poroasă aplicarea în partea superioară a coloanei se aplică în mod constant proba într-o cantitate mare de solvent timp eluate şi colectate molecule separate Orez Separarea moleculelor prin cromatografie pe coloană O probă - o soluție care conține un amestec de molecule diferite - este aplicată pe o coloană cilindrică din sticlă sau plastic care conține o matrice solidă permeabilă, cum ar fi celuloza Un volum mare de solvent este apoi pompat lent prin coloană și colectat în diferite tuburi pe măsură ce iese Deoarece diferitele componente se deplasează prin coloană cu viteze diferite, acestea vor fi separate în tuburi diferite Multe tipuri de adsorbanți sunt disponibili comercial ( ) Schimb de ioni coloanele sunt umplute cu granule mici care poartă fie o sarcină pozitivă, fie negativă, astfel încât proteinele sunt separate în ele în funcție de distribuția sarcinilor pe suprafață Coloanele hidrofobe sunt umplute cu granule, din care ies lanțuri laterale hidrofobe, reținând selectiv regiunile hidrofobe situate pe suprafața proteinelor Coloanele de filtrare cu gel care separă proteinele în funcție de mărime conțin granule minuscule poroase: moleculele care sunt suficient de mici pentru a pătrunde în pori rămân mai mult timp în coloană, în timp ce moleculele mari rămân în soluție spălând sorbentul și, astfel, se deplasează mai repede și părăsesc coloana prima Pe lângă separarea moleculelor, filtrarea pe gel este o modalitate convenabilă de a determina dimensiunea acestora Neomogenitățile de absorbție (de exemplu, celuloză) care conduc la curgerea neuniformă a solventului prin coloană limitează rezoluția tehnicilor convenționale de cromatografie pe coloană Rășini speciale pentru cromatografie Partea a III-a Metode curgerea solventului + pelete incarcat + pozitiv f+ molecule legate, + + încărcate + • negativ a+ liber b * - molecule încărcate pozitiv a) CROMATOGRAFIE DE SCHIMB DE IONI curgerea solventului granule poroase moleculele mici sunt prinse moleculele mari nu persistă b) FILTRAREA GEL curgerea solventului granulă cu substrat legat covalent moleculă de enzimă legată alte proteine trec fără oprire Orez Trei tipuri de adsorbanți utilizați în cromatografie, a) În cromatografia cu schimb de ioni, sorbantul insolubil poartă sarcini ionice care întârzie mișcarea moleculelor care poartă sarcina opusă Dietilaminoetilceluloza încărcată pozitiv (DEAE-celuloză) și carboximetilceluloza încărcată negativ (CM-celuloză) și fosfoceluloza sunt utilizate ca absorbanți pentru separarea proteinelor Se folosesc adesea analogi pe bază de agaroză sau alți polimeri Forța de legare a moleculelor dizolvate la matricea schimbătoare de ioni depinde de puterea ionică și pH-ul soluției care trece prin coloană Astfel, pentru a realiza o separare eficientă, acestea pot fi modificate sistematic (ca în Figura ) b) La filtrarea pe gel, sorbantul este inert, dar conține pori Moleculele care sunt suficient de mici pentru a intra în pori sunt prinse în ele și astfel se mișcă mai lent în jos pe coloană decât moleculele mai mari care nu pot pătrunde în porii absorbanți O gamă largă de margele de polizaharidă reticulate (dextran, agaroză sau acrilamidă) sunt disponibile cu dimensiuni diferite ale porilor, ceea ce le permite să fie utilizate pentru a separa molecule de diferite greutăți moleculare - de la mai puțin de Da la mai mult de x IO Da c) Cromatografia de afinitate utilizează un sorbent insolubil legat covalent la un ligand specific, cum ar fi o moleculă de anticorp sau un substrat de enzimă, care se va lega la o proteină specifică Moleculele de enzimă legate de substratul imobil în astfel de coloane pot fi eluate (înlăturate din adsorbant) folosind o soluție concentrată a substratului în formă liberă Molecule legate de imobil f) CROMATOGRAFIE DE AFINITATE anticorpii pot fi eluați prin disociarea complexului anticorp-antigen cu soluție salină concentrată sau cu o soluție cu pH ridicat sau scăzut Cromatografia de afinitate face posibilă realizarea un nivel ridicat de separare printr-o singură trecere a soluției prin coloană (de obicei pe bază de silicagel), constând din sfere minuscule ( - µm în diametru), poate fi ambalat uniform într-o coloană folosind un dispozitiv special Această cromatografie lichidă de înaltă performanță (HPLC) permite atingerea unui nivel ridicat de rezoluție În HPLC, eluentul (solutul) intră foarte repede în echilibru cu conținutul intern al granulelor de sorbent și, prin urmare, moleculele cu afinitate diferită pentru sorbant sunt separate efectiv Purificarea proteinelor chiar și la debite mari HPLC este metoda principală pentru purificarea multor proteine și molecule mici Cromatografia de afinitate se bazează pe utilizarea unor situsuri specifice de legare a proteinelor Dacă începeți cu un amestec complex de proteine, tipurile de cromatografie pe coloană descrise mai sus nu vor da fracții foarte pure: trecerea soluției prin coloană o dată va crește, de obicei, proporția de proteine din amestec de cel mult de ori Deoarece majoritatea proteinelor individuale constituie doar / din proteina totală a celulei, este de obicei necesar să se utilizeze mai multe tipuri diferite de coloane succesive pentru a obține un grad suficient de purificare (Fig ) O metodă mai eficientă, cunoscută sub numele de cromatografia de afinitate, se bazează pe utilizarea proceselor de legare importante din punct de vedere biologic care apar pe suprafața proteinelor Dacă o moleculă de substrat este legată covalent la o matrice inertă, cum ar fi granule de polizaharide, enzima care transformă acest substrat va fi reținută în mod specific pe sorbent Acesta poate fi apoi eluat (spălat) într-o formă substanțial pură În mod similar, oligonucleotidele scurte de ADN cu o secvență special concepută pot fi imobilizate pentru a purifica proteinele de legare la ADN care recunosc în mod normal secvența de nucleotide dată în cromozom (vezi Figura ) Alternativ, se pot plasa anticorpi specifici pe matrice și se pot purifica moleculele proteice recunoscute de acești anticorpi În astfel de coloane, datorită specificității lor ridicate, cu o singură trecere a amestecului, este posibil să se realizeze o creștere a proporției de proteine în soluție de - de ori Markerii modificați genetic formează baza unui mod simplu de purificare a proteinelor Folosind metodele ADN recombinant descrise mai jos, orice genă poate fi modificată astfel încât proteina sa să fie sintetizată cu un marker de recunoaștere specific Ca rezultat, purificarea ulterioară a proteinei prin cromatografie de afinitate va fi simplă și rapidă Adesea, markerul însuși este un determinant antigenic, sau epitop, care poate fi recunoscut de un anticorp foarte specific Anticorpul poate fi apoi utilizat atât pentru a localiza proteina în celulă, cât și pentru a o purifica (Fig ) Alte tipuri de markeri sunt special concepute pentru purificarea proteinelor De exemplu, aminoacidul cisteina leagă anumiți ioni de metal, inclusiv nichel și cuprul Dacă sunt utilizate tehnici de inginerie genetică pentru a atașa un lanț scurt de histidine la capătul proteinei, atunci o astfel de proteină ușor modificată poate fi reținută selectiv pe o coloană de afinitate care conține ioni de nichel Astfel, cromatografia de afinitate cu metale poate fi utilizată pentru a purifica o proteină modificată dintr-un amestec complex de molecule O proteină întreagă este, de asemenea, folosită ca marker de recunoaștere Celulele pot fi modificate astfel încât să sintetizeze mica enzimă glutation -transferaza (Glutation Ș-Țransferaza, GST) la un capăt al proteinei de interes Proteina himerică rezultată poate fi purificată din restul componentelor celulare folosind o coloană de afinitate care conține glutation, o moleculă de substrat care leagă în mod specific și puternic GST Dacă se realizează Partea a III-a Metode a) CROMATOGRAFIE DE SCHIMB DE IONI f concentrația de sare proteina S \ b) FILTRAREA GEL cu activitate £' O O ? numărul fracției -► i-i colectați aceste fracții și aplicați-le în coloana următoare proteina \ activitate eu numărul fracției-► i i colectează aceste fracții și pune-le la coloana următoare ' c) CROMATOGRAFIA DE AFINITATE om proteină o F se aplică pe coloană activitate de eluent ( ) (spălarea z o X D I- X oo solutie•R) o numărul fracției -► colectează aceste fracții, care de data aceasta conțin o proteină foarte purificată Orez Purificarea proteinelor prin cromatografie Rezultate tipice obținute după utilizarea succesivă a trei tipuri de cromatografie pentru purificarea proteinelor În acest exemplu, omogenatul celular a fost mai întâi fracţionat prin trecerea printr-o răşină schimbătoare de ioni în coloana (a) Coloana a fost spălată pentru a îndepărta toţi contaminanţii nelegaţi, iar proteinele legate au fost eluate prin trecerea unei soluţii care conţine concentraţia de sare care creşte treptat prin coloană Proteinele cu cea mai mică afinitate pentru rășina schimbătoare de ioni au trecut direct prin coloană și au fost colectate mai întâi Proteinele rămase au fost eluate secvenţial pe baza afinităţii lor faţă de răşină - a fost necesară cea mai mare concentraţie de sare pentru a elimina proteinele cu cea mai mare afinitate Proteina de interes a fost eluată în mai multe fracții și detectată prin activitatea sa enzimatică Fracțiile în care s-a observat activitate au fost reunite și trecute printr-o a doua coloană de filtrare cu gel ( ) Prezența proteinei încă nepurificate în eluat a fost din nou determinată de activitatea enzimatică Fracțiile pozitive au fost colectate și purificate până la omogenitate pe o coloană de afinitate (c) care conține substrat enzimatic imobilizat, d) Testul de purificare prin afinitate a proteinelor care leagă ciclina de la cerevisiae prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă în prezența SDS, descrisă în Figura de mai jos Banda , extract celular total; banda , proteine eluate din coloana de afinitate conţinând ciclina B ; banda , o proteină majoră eluată dintr-o coloană de afinitate care conține ciclina B Proteinele benzii şi au fost eluate din coloana de afinitate cu sare; gel colorat cu Coomassie Scara din stânga arată greutatea moleculară a proteinelor marker în kDa (d, din D Kelloget colab , J Cell Biol : - , Prin amabilitatea The Rockefeller University Press ) Purificarea proteinelor gena proteinei de interes INSERT ADN, MARKER DE EPITOP PEPTIDE DE CODIFICARE INTRODUCERE ÎN CELULĂ imunolocalizare cu anticorpi la un marker proteic purificarea rapidă a proteinei marcate și a oricăror proteine asociate Orez Marcarea epitopului pentru a localiza sau purifica proteinele Folosind tehnici standard de inginerie genetică, un marker peptidic scurt poate fi atașat la proteina de interes Dacă markerul în sine este un determinant antigenic sau epitop, va fi ușor să găsiți un anticorp disponibil comercial pentru acesta Un anticorp marcat corespunzător poate fi utilizat pentru a localiza o proteină într-o celulă sau pentru a o purifica prin cromatografie pe bază de afinitate sau precipitare imună În cazul precipitării imune, anticorpii direcționați împotriva markerului epitopului sunt adăugați la soluția care conține proteina marcată; anticorpii reticulă specific moleculele de proteine marcate și le precipită sub formă de complexe anticorp-proteină purificare în condiții care nu interferează cu interacțiunile proteină-proteină, atunci proteina himerică poate fi izolată împreună cu proteinele care interacționează cu aceasta în celulă ( ) Pentru a îmbunătăți în continuare metodele de purificare folosind markeri de recunoaștere, o secvență de aminoacizi poate fi inserată între proteina de interes și marker, reprezentând un situs de clivaj pentru o enzimă proteolitică foarte specifică Secvențele de aminoacizi caracteristice pentru situsurile de clivaj sunt rareori găsite întâmplător în proteine, astfel încât eticheta va fi ușor de îndepărtat fără a distruge enzima purificată Acest tip de clivaj specific este utilizat într-o metodă de purificare foarte eficientă cunoscută sub numele de etichetare Tandem Affinity Purification (tap-tagging) În acest caz, un capăt al proteinei este modificat astfel încât să conţină doi markeri de recunoaştere separaţi de un situs de scindare a proteazei Markerul de la capătul proteinei himerice trebuie să se lege ireversibil de coloana de afinitate, ceea ce vă permite să spălați complet coloana de toate proteinele contaminante Digestia cu protează eliberează apoi proteina, care este purificată în continuare folosind un al doilea marker Deoarece această abordare în două etape oferă un grad deosebit de ridicat de purificare a proteinelor cu un efort relativ mic, este utilizată pe scară largă în biologia celulară De exemplu, pentru a purifica orice proteină de drojdie, un set de aproximativ de tulpini de drojdie a fost construit prin această metodă, fiecare având propria sa genă care codifică marker legată de ADN Este important să se studieze procesele biologice independent de reacțiile secundare complexe care apar într-o celulă vie folosind sisteme purificate fără celule Pentru a face acest lucru, omogenații celulari sunt fracționați pentru a purifica fiecare macromoleculă individuală necesară pentru catalizarea substanței biologice Partea a III-a Metode Metoda ADN-ului recombinant este utilizată pentru a fuziona proteina X și glutation-B-transferaza (GST) / GST - proteina X proteina himerică asociată cu granule acoperite cu glutation atunci când se adaugă un extract de celule, proteinele care interacționează cu proteina X se leagă de aceasta Orez Purificarea complexelor proteice folosind o proteină himerică marcată cu GST Proteinele himerice care conțin GST sintetizate în celule modificate genetic pot fi reținute pe o coloană de afinitate plină cu perle acoperite cu glutation Proteinele care nu sunt legate de margele vor fi spălate din coloană Proteina himerică, împreună cu alte proteine celulare strâns legate, poate fi eluată cu glutation Aceste proteine suplimentare pot fi identificate folosind spectrometria de masă (vezi Figura ) Coloanele de afinitate pot conține, de asemenea, anticorpi anti-GST sau alte proteine mici sau markeri de epitop adecvați (vezi Figura ) Soluția de glutation eluează proteina himerică împreună cu proteinele care interacționează cu proteina X proces De exemplu, experimentele de descifrare a mecanismelor sintezei proteinelor au început cu un omogenat celular în care a fost tradus ARN-ul Fracționarea acestui omogenat pas cu pas a produs ribozomi, ARNt și diverse enzime, care formează împreună sistemul de sinteză a proteinelor Odată ce componentele purificate individuale au fost disponibile, acestea ar putea fi adăugate sau îndepărtate individual Acest lucru a făcut posibilă definirea cu precizie a rolului fiecărei componente de la începutul până la sfârșitul procesului Reconstrucția fiecărui proces biologic într-un sistem purificat fără celule este una dintre sarcinile cheie ale biologiei celulare Acesta este singurul mod de a determina toate componentele necesare acestui proces și de a controla concentrațiile acestora, ceea ce este foarte important pentru înțelegerea mecanismului acțiunii lor Mai sunt încă multe de făcut, dar o mare parte din ceea ce știm despre biologia moleculară astăzi provine din studiul sistemelor fără celule Ele au fost utilizate, de exemplu, pentru a descifra detaliile replicării și transcripției ADN-ului, splicing-ului ARN, translației proteinelor, contracției musculare și transportului particulelor de-a lungul microtubulilor, precum și multe alte procese care au loc în celulă Analiza biochimică a populațiilor de celule prin distrugerea lor și fracționarea conținutului lor a făcut posibilă crearea unor sisteme funcționale fără celule Aceste sisteme foarte purificate sunt necesare pentru a determina detaliile proceselor celulare complexe la nivel molecular Aceasta necesită purificarea proteinelor și a altor componente implicate în procesul de interes Proteinele din extractul celular solubil pot fi purificate prin tehnici de cromatografie pe coloană; Tipul de matrice de coloană determină pe ce bază vor fi separate proteinele biologic active: după greutate moleculară, hidrofobicitate, distribuție a sarcinii sau afinitate pentru alte molecule De obicei, în timpul purificării, proteina este trecută alternativ prin mai multe coloane - rezultatul Analiza proteinelor într-o coloană se pun fracţiile îmbogăţite în următoarea Metoda ADN recombinant, care va fi descrisă mai jos, permite atașarea unor markeri speciali de recunoaștere la proteine, ceea ce simplifică foarte mult purificarea Proteinele sunt implicate în majoritatea proceselor din celulă: catalizează reacțiile metabolice, hidrolizează nucleotidele pentru a efectua lucrări mecanice și servesc ca element structural principal al celulei Varietatea uriașă a structurii și funcțiilor proteinelor a condus la dezvoltarea multor metode de analiză a acestora De obicei, proteinele poartă o sarcină netă pozitivă sau negativă, determinată de resturile lor de aminoacizi încărcate constitutive Aplicarea unui câmp electric unei soluții care conține o moleculă de proteină face ca proteina să se miște cu o viteză care depinde de sarcina, dimensiunea și forma sa netă Această proprietate este exploatată prin efectuarea electroforezei pe gel de poliacrilamidă (PAAT) în prezența SDS (SDS-PAGE) Un gel de poliacrilamidă reticulat este utilizat ca matrice inertă prin care se deplasează proteinele Gelul este preparat prin polimerizarea monomerilor; dimensiunea porilor poate fi aleasă în mod arbitrar, astfel încât să fie suficient de mici pentru a încetini mișcarea anumitor molecule Proteinele în sine sunt plasate nu doar într-o soluție apoasă, ci într-o soluție care conține un detergent puternic încărcat negativ - dodecil sulfat de sodiu, NaH SDS ( ) Acest detergent leagă CH cu regiuni hidrofobe ale proteinelor, ceea ce duce la ruperea legăturilor moleculelor proteice fiecare | cu un prieten sau molecule de lipide Ca rezultat al CH , fiecare moleculă de proteină din soluția de detergent este într-o stare liberă dizolvată nii În plus, un agent reducător, cum ar fi p-mercaptoetanol, este de obicei adăugat pentru a rupe legăturile S-S CH din proteine Aceasta permite- | nu se analizează peptidele individuale care intră CH în proteine cu mai multe subunități J, Ce se întâmplă când amestecul este dizolvat - | proteinele din SDS sunt trecute printr-un strat de gel de poliacrilamidă CH ? Fiecare moleculă leagă un număr mare de negative | DESPRE Orez Detergent dodecil sulfat de sodiu (SDS) și agent reducător P-mercaptoetanol Acești doi compuși sunt utilizați pentru a solubiliza proteinele înainte de a fi separați prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă în prezența SDS Iată forma sa ionizată O=S=O SDS CH CH SH p-mercaptostanol Partea a III-a Metode molecule de detergent încărcate, care maschează propria sarcină a proteinei și o determină să se deplaseze către electrodul pozitiv atunci când se aplică o diferență de potențial Proteinele de aceeași dimensiune se vor mișca prin gel cu aceeași viteză, deoarece, în primul rând, au fost complet desfășurate de SDS și, prin urmare, au aceeași formă și, în al doilea rând, au legat aceeași cantitate de SDS și, prin urmare, poartă aceeași sarcină negativă Proteinele mai mari cu o sarcină mare vor fi afectate de forțe electrice mari și vor fi mai puternic inhibate Într-o soluție simplă, aceste două efecte s-ar anula reciproc, dar într-o rețea de gel de poliacrilamidă care acționează ca o sită moleculară, moleculele mari vor fi reținute într-o măsură mult mai mare decât cele mici Ca urmare, un amestec complex de proteine este împărțit în benzi proteice separate, aranjate în funcție de greutatea moleculară a moleculei ( ) Conținutul ridicat de proteine este ușor de înregistrat prin colorarea lor într-un gel, de exemplu cu soluție Coomassie (albastru strălucitor) Chiar și cantități mici de proteine pot fi văzute în gel dacă se adaugă un colorant de argint sau aur Cantitatea minimă de proteină care poate fi detectată într-o bandă este de ng b) o proteină din subunități, A și B conectate printr -o proteină punte disulfurică a subunitate SS- \ > ÎNCĂLZIRE CU SDS ȘI MERCAPTOETANOL I SFF Orez Electroforeza in gel de poliacrilamida in prezenta SDS (SDS-PAGE) a) Celula pentru electroforeza } Lanțurile polipeptidice individuale formează un complex cu molecule de dodecil sulfat de sodiu (SDS) încărcate negativ și astfel se deplasează prin gelul poros de poliacrilamidă sub forma unui complex SDS-proteină Deoarece viteza de mișcare în astfel de condiții va fi cu atât mai mare, cu cât proteina este mai mică, această metodă poate fi utilizată pentru a estima greutatea moleculară a lanțului polipeptidic și compoziția subunității proteinelor Totuși, dacă proteina conține o cantitate mare de carbohidrați, mișcarea acesteia va fi anormală, iar greutatea moleculară aproximativă obținută folosind SDS-PAGE va fi incorectă Moleculele SDS sunt încărcate i negativ II ELECTROFOREZĂ ÎN GEL DE POLIACRILAMIDĂ ÎN CU strat de gel de poliacrilamidă Analiza proteinelor Orez Analiza probelor de proteine prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă în prezența SDS Fotografia prezintă un gel colorat cu Coomassie folosit pentru a detecta proteinele în diferite stadii de purificare a enzimelor Banda din stânga (banda ) conține un amestec complex de proteine din extractul celular original Fiecare bandă ulterioară arată proteinele obținute după fracționarea cromatografică a probei de proteine analizate în banda anterioară (vezi Figura ) Aceeași cantitate de proteină ( μg) a fost plasată la început pe fiecare bandă Proteinele individuale apar de obicei ca benzi colorate distincte, totuși banda se poate lărgi dacă conține prea multe proteine (Din T Formosa şi B M Alberts, J Biol Chem : - , ) SDS-PAGE este utilizat pe scară largă, deoarece vă permite să separați orice tip de proteine, inclusiv cele care sunt în stare normală condițiile în apă sunt insolubile, de exemplu proteinele membranare Deoarece polipeptidele sunt separate după dimensiune, metoda face posibilă evaluarea greutății moleculare și a compoziției subunităților proteinelor Ha eis J este o fotografie a gelului utilizat pentru a analiza fiecare etapă de purificare a proteinei Proteinele specifice pot fi detectate prin hibridizare cu anticorpi O anumită proteină poate fi identificată după fracţionare în PAAG prin expunerea tuturor proteinelor prezente în gel la un anticorp specific asociat cu un izotop radioactiv, o enzimă uşor detectabilă sau un colorant fluorescent Pentru comoditate, toate proteinele separate prezente în gel sunt mai întâi transferate (prin "blotting", de unde termenul englezesc "blotting") pe hârtie de nitroceluloză sau o membrană de nailon După ce membrana este plasată pe gel, se aplică un câmp electric puternic, care face ca proteinele să iasă din gel și să treacă pe membrană Membrana este apoi înmuiată într-o soluție de anticorp marcat, ceea ce face posibilă detectarea proteinei dorite Această metodă de detectare a proteinelor se numește Western blot sau imunoblot (> Fig ) Spectrometria de masă este o metodă extrem de sensibilă pentru identificarea proteinelor necunoscute Biologii celulari și biochimiștii se confruntă adesea cu sarcina de a identifica una sau mai multe proteine obținute prin una dintre metodele de purificare descrise anterior (vezi, de exemplu, Fig ) Deoarece au fost descifrați genomul celor mai comune organisme experimentale, există cataloage ale tuturor proteinelor sintetizate în aceste organisme Acest lucru simplifică sarcina de identificare a unei proteine necunoscute (sau a unui set de proteine necunoscute), deoarece acum este doar necesar să se compare unele dintre secvențele de aminoacizi conținute în probă Partea a III-a Metode Orez Western blot Toate proteinele din celulele de tutun care se divizează în cultură sunt mai întâi separate prin electroforeză bidimensională pe gel de poliacrilamidă (metoda este descrisă în Figura ) În (a), poziția proteinelor este determinată folosind o colorare sensibilă de proteine În ( ), proteinele separate identic sunt transferate pe o foaie de nitroceluloză și expuse la un anticorp specific pentru proteinele fosforilate în timpul mitozei la reziduuri de treonină Poziția a aproximativ o duzină de proteine legate de un anticorp dat este determinată de un al doilea anticorp legat de enzimă Această tehnică este uneori denumită imunoblot (sau Western blotting) (Din J A Traas et al , Plant J : - , Cu amabilitatea Blackwell Publishing ) valenţe cu gene cunoscute În prezent, spectrometria de masă în combinație cu căutările în baze de date computerizate este practic universal utilizată în acest scop Dinamica particulelor încărcate sub influența câmpurilor electrice și magnetice în vid se supune unor legi stricte Acest principiu este utilizat în spectrometria de masă pentru a separa ionii pe baza raportului lor masă-încărcare Aceasta este o metodă incredibil de sensibilă Necesită o cantitate foarte mică de substanță și vă permite să determinați masa exactă a proteinelor și peptidelor intacte obținute prin degradare enzimatică sau chimică Masele rezultate sunt foarte precise; adesea eroarea este mai mică de o milioneme Cel mai comun tip al acestei metode este ionizarea cu desorbție laser asistată de matrice cu un analizor de masă în timp de zbor (MALDI TOF) În această abordare, proteinele conținute în probă sunt mai întâi scindate în peptide scurte Aceste peptide sunt apoi amestecate cu un acid organic și uscate pe un suport metalic sau ceramic Proba este apoi iradiată cu un laser, iar peptidele părăsesc substratul ca un gaz ionizat, în care fiecare moleculă poartă una sau mai multe sarcini pozitive Peptidele ionizate sunt accelerate într-un câmp electric și zboară spre detector Masa și încărcarea lor determină timpul necesar pentru a ajunge la detector: peptidele mari se mișcă mai încet, în timp ce particulele cu o sarcină mare se mișcă mai repede Analizând astfel de peptide ionizate, purtând o singură sarcină, se poate determina masa exactă de peptide conținute în proba originală MALDI-TOF poate fi, de asemenea, utilizat pentru a determina cu precizie masa proteinelor intacte de până la kDa Informațiile obținute sunt apoi folosite pentru a căuta baze de date genomice care conțin masele tuturor proteinelor și fragmentele lor peptidice presupuse, obținute din secvența genomului organismului ( , a) Unu- o potrivire semnificativă cu un anumit cadru de citire deschis poate fi obținută prin cunoașterea masei doar a câtorva peptide care alcătuiesc o anumită proteină MALD] TOF vă permite să obțineți greutatea moleculară exactă a proteinelor și peptidelor Mai mult, folosind două spectrometre de masă simultan (o astfel de combinație Analiza proteinelor ), bp-ul complementar care țin în mod normal catenele dublei helix ADN împreună se descompun și dublu helix se disociază rapid în două catene simple Acest proces, dar Orez Hibridarea n situ pentru a localiza gene specifice pe cromozomi Aici, șase sonde ADN diferite au fost folosite pentru a marca locațiile secvențelor de nucleotide corespunzătoare pe cromozomul uman în metafază Sondele au fost marcate chimic și detectate cu anticorpi fluorescenți Ambele copii ale cromozomului sunt prezentate una lângă alta Fiecare sondă dă două puncte pe fiecare cromozom, deoarece cromozomul metafază și-a replicat ADN-ul și conține două catene identice de ADN (Cu amabilitatea lui David C Ward ) Partea a III-a Metode numită denaturare ADN, a fost considerată ireversibilă de mulți ani Cu toate acestea, în , s-a constatat că catenele simple complementare de ADN refac cu ușurință helixele duble ca urmare a unui proces numit hibridizare (sau renaturare ADN) dacă sunt menținute pentru o lungă perioadă de timp la o temperatură de ° C Reacții de hibridizare similare pot avea loc între oricare doi acizi nucleici monocatenar (ADN/ADN, ARN/ARN sau ARN/ADN), cu condiția ca aceștia să aibă secvențe de nucleotide complementare Astfel de reacții de hibridizare specifice sunt utilizate pe scară largă pentru a detecta și caracteriza anumite secvențe de nucleotide ADN și ARN Moleculele de ADN monocatenar utilizate pentru a detecta secvențele complementare se numesc sonde; lungimea acestor molecule, care poartă etichete radioactive sau chimice pentru a facilita detectarea lor, variază de la cincisprezece la câteva mii de nucleotide Reacțiile de hibridizare folosind sonde ADN sunt atât de sensibile și selective încât pot detecta secvențe complementare, a căror concentrație nu depășește o moleculă per celulă Astfel, este posibil să se determine câte copii ale oricărei secvențe de ADN sunt conținute într-o dată probă de ADN O metodă similară poate fi utilizată pentru a găsi gene înrudite, dar nu identice De exemplu, pentru a găsi o genă de interes într-un organism al cărui genom nu a fost încă secvențiat, o porțiune a unei gene cunoscute poate fi utilizată ca sondă (Figura ) Pe de altă parte, sondele ADN pot fi utilizate în reacții de hibridizare cu ARN mai degrabă decât cu ADN Acest lucru vă permite să determinați dacă o celulă exprimă o anumită genă În acest caz, o sondă care conține o porțiune a secvenței genei este hibridizată cu ARN izolat din celula de interes și se verifică dacă ARN-ul conține secvențe de nucleotide care se potrivesc cu sonda ADN și, dacă da, în ce cantități În metodele care necesită mai multă muncă, după ce hibridizarea este finalizată, sonda ADN este supusă acțiunii unor nucleaze specifice pentru a localiza cu precizie regiunile sondei legate de moleculele de ARN Astfel, este posibil să se determine situsurile începutului și sfârșitului transcripției ARN, precum și limitele exacte ale secvențelor de intron și exon din genă (Fig ) Astăzi, locația granițelor intron/exon este de obicei determinată prin secvențierea secvențelor ADN complementare (ADNc), care reflectă compoziția ARNm exprimată în celulă și comparându-le cu secvența de nucleotide a genomului Vom descrie mai jos cum se obține ADNc din ARNm Hibridizarea sondelor ADN cu ARN face posibilă determinarea dacă o anumită genă este transcrisă Mai mult, atunci când expresia genei se modifică, se poate determina dacă modificarea se datorează reglării transcripționale sau post-transcripționale (vezi Figura ) Analiza expresiei genelor a fost efectuată mai întâi cu o singură sondă ADN Cipurile ADN permit în prezent monitorizarea simultană a sute sau mii de gene (vom discuta despre această metodă mai târziu) Astăzi, metodele de hibridizare sunt atât de utilizate pe scară largă în biologia celulară, încât este deja dificil de imaginat cum am putea studia structura și expresia genelor fără ele Northern Blotting și Southern Blotting accelerează hibridizarea cu molecule de acid nucleic separate prin electroforeză Într-un amestec complex de acizi nucleici, sondele ADN sunt adesea folosite pentru a detecta doar acele molecule ale căror secvențe sunt parțial sau complet complementare cu sonda Înainte de a începe reacția de hibridizare cu gel Analiza și manipularea ADN-ului sonde ADN v monocatenar pentru gena A A amestec de molecule de ADN monocatenar hibridizare în formadidă % la °C hibridizare în formadidă % la °C pereche incompletă de baze ÎN CU D A E F D E numai A formează un dublu helix stabil F ÎN A A C și E formează elice duble stabile Orez Condiții de hibridizare dure și moi Pentru a găsi o potrivire exactă cu o sondă ADN, sunt utilizate condiții stricte de hibridizare Temperatura este menținută astfel încât să fie cu câteva grade mai mică decât temperatura la care o spirală ideală de ADN s-ar denatura într-un anumit solvent (punct de topire) Ca urmare, toate helixele duble neideale formate sunt instabile Condiții mai puțin stricte sunt utilizate atunci când sondele ADN sunt utilizate pentru a detecta atât secvențe apropiate, cât și secvențe identice Hibridizarea se realizează la o temperatură mai scăzută, ceea ce permite formarea de helix duble neideale Numai în condiții de temperatură redusă poate fi utilizată hibridizarea pentru a căuta gene care nu sunt identice, dar similare cu gena A (C și E în acest exemplu) electroforeza poate separa după dimensiune toate moleculele diferite de ARN sau ADN din amestecul brut Dacă sonda se leagă de molecule de doar una sau câteva dimensiuni, puteți fi sigur că hibridizarea este specifică Mai mult, informațiile despre dimensiunea moleculelor în sine pot fi neprețuite Exemplul de mai jos ilustrează această afirmație Să presupunem că este necesar să se determine natura unui defect la un șoarece mutant care are ca rezultat niveluri patologic scăzute ale proteinei albuminei, care este secretată în mod normal în sânge în cantități mari de celulele hepatice În primul rând, trebuie preparate preparate identice de țesut hepatic de la șoareci mutanți și normali (aceștia din urmă servind drept martori) și celulele trebuie să fie distruse cu un detergent puternic pentru a inactiva nucleazele care altfel ar scinda acizii nucleici Apoi, este necesar să se separe ARN-ul și ADN-ul de alte componente ale omogenatului celular: toate proteinele sunt complet denaturate și îndepărtate prin precipitare repetată Partea a III-a Metode exonul intronul exonul ' ' ADN genomic clonat ARNm ' ' ' secvență de introni Denaturarea ADN-ului și hibridizarea cu ARN ' ' ADN ' ' ARN ADN degradat TRATAMENTUL CU NUCLEASE S CIDE ACIZI NUCLEICI CU O SINGĂ tulpină ' ' brut ADN (control) gel de agaroză alcalină Orez Utilizarea hibridizării acidului nucleic pentru a determina locul unui fragment de ADN donat conținut într-o moleculă de ARNm Metoda necesită utilizarea unei nucleaze, care taie catena de ADN numai acolo unde aceasta nu este împerecheată cu o catenă complementară de ARN Este utilizată pentru a determina locația intronilor în celulele eucariote În acest test, ADN-ul este supus electroforezei printr-un gel de agaroză denaturant, care face ca ADN-ul să se miște sub formă de molecule monocatenar Locația fiecărui capăt al unei molecule de ARN poate fi determinată prin metode înrudite mâncați cu fenol - un solvent organic puternic, parțial miscibil cu apa; acizii nucleici rămași în faza apoasă sunt precipitați cu alcool pentru a-i separa de diferitele molecule mici ale celulei Apoi, ADN-ul este separat de ARN datorită solubilității lor diferite în alcooli, iar toți acizii nucleici contaminanți nedoriți sunt distruși prin tratament cu enzime foarte specifice - RNazele (ribonucleaze) sau ADNazele (dezoxiribonucleaze) ARNm este de obicei separat de ARN-ul altor tipuri de molecule de ARN pe o coloană cromatografică care leagă în mod specific cozile poli(A) ale ARNm ARNm-urile care codifică albumină sunt analizate folosind o tehnică numită Northern Blotting În primul rând, moleculele de ARNm intacte izolate din celulele hepatice mutante și de control sunt fracționate în benzi separate prin electroforeză pe gel în funcție de dimensiunea lor Apoi, pentru ca moleculele de ARN să devină disponibile pentru sondele ADN, este creată o replică a profilului benzii de ARN pe Analiza și manipularea ADN-ului gelifică prin transfer ("blotting") moleculele de ARN separate pe un filtru de nitroceluloză sau hârtie de poliamidă Filtrul este apoi incubat într-o soluție care conține sonde ADN marcate ale căror secvențe se potrivesc parțial cu catena care codifică ARNm de albumină Moleculele de ARNm care se vor hibridiza cu sonda de ADN marcată din acest filtru (deoarece sunt complementare cu o parte din secvența normală a genei albuminei) sunt apoi localizate prin detectarea sondei legate prin radioautomografie sau prin metode chimice (Figura ) Mărimea moleculelor de ARN implicate în reacția de hibridizare poate fi determinată prin comparație cu standardele și mărimea cunoscută în timpul electroforezei comune în proba experimentală Astfel, se poate constata că celulele hepatice ale șoarecilor mutanți sintetizează ARNm de albumină de dimensiune normală în cantități normale; sau că sintetizează molecule de ARNm de mărime normală, dar în cantități mult mai mici De asemenea, este posibil ca ARNm-urile de albumină mutante să fie scurte din punct de vedere patologic În acest caz, filtrul de blotting poate fi reanalizat cu sonde de ADN mai scurte, fiecare purtând secvența doar a unei părți a genei și să vedeți cât de mult din ARNm normal lipsește Prima metodă de electroforeză pe gel cu transfer pe un filtru de membrană pentru hibridizare - Southern blotting - vizează analiza ADN-ului, nu ARN-ului (Metoda poartă numele inventatorului, Southern, și Northern and Western blotting și-au primit numele prin analogie: Southern în engleză înseamnă sud, northern (Northern) este nord, iar western (vest) este vest Deoarece Southern blotting este numit după omul de știință, termenul este scris cu o literă mare, în timp ce alte tipuri de blotting sunt scrise cu una mică ) În metoda Southern blotting, moleculele de ADN izolate sunt mai întâi scindate de endonucleaze de restricție în fragmente ușor separabile Fragmentele dublu catenare sunt apoi fracţionate prin electroforeză pe gel şi blotate şi hibridizate cu sonde ADN (vezi Figura ) Pentru a caracteriza structura genei de albumină de șoarece mutant, este necesar să se utilizeze o sondă ADN specifică albuminei și să se întocmească o hartă detaliată de restricție a genomului în regiunea genei albuminei (constă din secvențe de fragmente de ADN obținute prin prelucrarea cu diverse enzime de restricție) ) Harta vă permite să determinați dacă au avut loc modificări în gena albuminei la animalele mutante, de exemplu, ar putea apărea o ștergere sau inserarea unei secvențe scurte DNES Cu toate acestea, majoritatea modificărilor de nucleotide nu pot fi detectate prin această metodă În metoda Southern blot, catenele de molecule de ADN dublu catenar de pe filtru trebuie separate înainte de începerea procesului de hibridizare; Pentru aceasta, ADN-ul după electroforeză este expus la alcalii, ceea ce duce la denaturarea acestuia (nu este prezentat) Genele pot fi donate folosind biblioteci de ADN Orice fragment DIES poate fi clonat În biologia moleculară, termenul "clonare ADN" este folosit în două sensuri În primul rând, direct, adică în legătură cu procesul de creare a multor copii identice ale unei molecule de ADN - amplificarea unei anumite secvențe de ADN În al doilea rând, termenul descrie și izolarea unei secțiuni specifice de ADN (de obicei o genă) din întregul volum de ADN celular, deoarece acest proces este foarte accelerat prin crearea multor copii identice ale ADN-ului de interes După cum sa arătat mai devreme în acest capitol, termenul "clonare", în special în contextul biologiei dezvoltării, poate, de asemenea, Partea a III-a Metode A) b) teanc de hârtie de filtru DUPĂ DIMENSIUNE PRIN ELECTROFOREZĂ PE GEL DE AGAROZĂ ACIDI NUCLEIICI SEPARAȚI SUNT TRANSFERATE ÎN FILTRUL DE NITROCELULOZĂ FOLOSIND DEBUL TAMPON PRIN GEL ȘI FILTRU Orez Detectarea moleculelor specifice de ARN sau ADN prin transfer de gel și hibridizare în acest exemplu, o sondă de ADN este detectată prin radioactivitate De asemenea, sunt utilizate pe scară largă sondele ADN detectate prin metode chimice sau fluorescente (vezi Fig ) a) Utilizând electroforeză, fie moleculele de ARN monocatenar sunt separate după dimensiune (Northern blotting), fie fragmentele de ADN dublu catenar rezultate din enzimele de restricție (Southern blotting), b) Se aplică un filtru de nitroceluloză sau hârtie de poliamidă pe gel și se separă ARN-ul sau ADN-ul sunt transferați în filtru prin blotting, c) Filtrul de nitroceluloză este îndepărtat cu grijă din gel, d) Filtrul care conține acizi nucleici legați este plasat într-o pungă de plastic sigilată umplută cu soluție tampon salină și sonde ADN marcate radioactiv Interacționează cu sondele ADN pentru o lungă perioadă de timp în condiții propice hibridizării e) Se scoate filtrul din pungă și se spală astfel încât pe hârtie să rămână doar acele molecule sondă care hibridizează cu ARN sau ADN imobilizat După autoradiografie, benzile de ADN hibridizate cu sonde marcate vor deveni vizibile V) îndepărtarea filtrului de nitroceluloză cu acizi nucleici strâns legați V) gel sondă marcată în tampon SONDA ETICHETATA RADIO SE HIBRIDIZEAZA CU punga de plastic sigilata cu ADN VIZUALIZARE UTILIZAREA RADIOAUTOGRAFII UNEI SONDE ETICHETATE DUPĂ HIBRIDARE CU COMPLEMENTARE FÂZI DE ADN locația marcatoarelor etichetate dungi etichetate Analiza și manipularea ADN-ului se referă la creșterea unui număr mare de celule identice genetic dintr-o singură celulă sau chiar la crearea de organisme identice genetic În orice caz, clonarea este procesul de realizare a multor copii identice genetic; în această secțiune, vom folosi termenul de "clonare" (sau "clonare a ADN-ului" sau "clonare a unei gene") în relație cu metodele care vizează sintetizarea unui număr mare de copii identice ale unei regiuni de acid nucleic Clonarea ADN-ului în sensul cel mai general se poate face în mai multe moduri Cea mai simplă este introducerea unui fragment specific de ADN în genomul purificat al unui element genetic cu auto-replicare, de obicei un virus sau plasmidă De exemplu, un fragment de ADN care conține o genă umană poate fi legat in vitro de cromozomul unui virus bacterian Noua moleculă de ADN recombinant poate fi apoi introdusă în celula bacteriană, unde fragmentul de ADN inserat se va replica împreună cu ADN-ul virusului Doar o astfel de moleculă de ADN recombinant care infectează o singură celulă este capabilă, datorită mecanismelor de replicare ale virusurilor, să producă molecule identice de ADN viral IO în mai puțin de o zi Astfel, conținutul fragmentului de ADN uman introdus va crește cu aceeași cantitate Virușii sau plasmidele folosite în această metodă se numesc vectori de clonare, iar ADN-ul inserat se spune că este donat Pentru a izola o anumită genă, se începe adesea cu crearea unei biblioteci ADN - o colecție cuprinzătoare de fragmente de ADN donate dintr-o celulă, țesut sau organism Această bibliotecă include (sperăm) cel puțin o regiune a genei de interes Bibliotecile pot fi generate folosind vectori virali sau plasmidici și sunt de obicei menținute într-o populație de celule bacteriene Principiile care stau la baza tehnicilor de clonare a genelor sunt aceleași pentru ambele tipuri de vectori de clonare, deși detaliile pot varia În prezent, vectorii plasmidii sunt folosiți mai frecvent pentru clonare Cei mai folosiți vectori plasmidii pentru donarea genelor sunt molecule circulare de ADN dublu catenar izolate din plasmide mai mari găsite în mod natural în celulele bacteriene Acestea conțin, de obicei, doar o mică parte din întregul ADN al celulei gazdă bacteriană, dar sunt ușor de separat de ADN-ul cromozomial datorită dimensiunii lor mici, deoarece moleculele mari precipită sub formă de granule în timpul centrifugării Înainte de a fi utilizate ca vectori de donare, plasmidele circulare purificate sunt digerate cu o enzimă de restricție pentru a obține molecule de ADN liniare ADN-ul genomic necesar pentru a crea biblioteca este digerat cu aceeași enzimă de restricție, iar fragmentele de restricție rezultate (inclusiv cele care conțin gena de donat) sunt adăugate la plasmidele digerate Datorită prezenței capetelor lipicioase, ca rezultat al recoacirii, se formează molecule de ADN circular recombinant care conțin ADN străin de plasmida originală Ligaza leagă covalent secțiuni de ADN (Fig ) Următorul pas în crearea unei biblioteci este introducerea ADNc recombinant în celulele bacteriene, care este făcut temporar permeabil la ADN Acest proces se numește transfecție Pe măsură ce celulele cresc și se divid, dublându-și numărul la fiecare de minute, plasmidele recombinante se reproduc și ele Ca rezultat, se obține un număr mare de copii ale ADN-ului circular care conțin gene străine (Fig ) Multe plasmide bacteriene poartă gene de rezistență la antibiotice (vezi capitolul ) Această proprietate poate Partea a III-a Metode moleculă circulară de ADN plasmidic dublu catenar (vector de clonare) clonabil fragment de ADN ADN recombinat clivaj RESTRICTASE Căptușeală COVALENTĂ CU ADN LIGAZĂ nm nm Orez Inserarea unui fragment de ADN într-o plasmidă bacteriană folosind enzima ADN ligază Plasmida este digerată cu o endonuclează de restricție (în acest caz, capete lipicioase) și amestecată cu fragmentul de ADN care urmează să fie donat (și preparată cu aceeași enzimă de restricție) Se adaugă ADN ligază și ATP Nucleotidele de la capetele lipicioase formează perechi complementare, iar ADN-ligaza face punte de ruptură cu o singură catenă din ADN Rezultatul este o moleculă de ADN recombinant (Fotografiile prin amabilitatea lui Huntington Potter și David Dressler ) utilizați pentru a găsi celule care au fost transfectate cu succes; dacă bacteriile sunt crescute în prezența unui antibiotic, doar acele celule care conțin plasmide vor supraviețui Fiecare celulă bacteriană originală în care a fost introdusă plasmida conține, în general, un fragment diferit de ADN străin Acest fragment este moștenit de toți descendenții acestei bacterii, care formează mici colonii într-o cutie Petri Timp de mulți ani, plasmidele au fost folosite pentru a clona segmente de ADN cu lungimea cuprinsă între și bp Bucățile mai mari de ADN au fost mai greu de lucrat și mai greu de clonat Apoi, oamenii de știință au început să folosească cromozomi artificiali de drojdie (Yeast Artificial Chromosome, YAC), care sunt capabili să pornească ADN-ul plasmid recombinant dublu catenar este introdus într-o celulă bacteriană celula bacteriana crescând sute de milioane de noi bacterii în cultura celulară multe copii ale plasmidei recombinate purificate izolate din celule bacteriene lizate Orez Amplificarea fragmentelor de ADN introduse în plasmidă Pentru a obține o cantitate mare de ADN de interes, ADN-ul plasmid recombinant (vezi Fig ) este introdus într-o bacterie prin transfecție, unde se va replica de milioane de ori pe măsură ce bacteria se înmulțește Analiza și manipularea ADN-ului bucăți foarte mari de ADN ( ) Momentan pentru clonare Fragmente de ADN de la mii la milion bp lungime folosind un nou vector plasmidic bazat pe plasmida F care apare în mod natural în E coli Spre deosebire de plasmidele bacteriene mai mici, plasmida F și derivatul său, cromozomul artificial bacterian (BAC), sunt prezente doar în una sau două copii în celula E coli Este posibil ca faptul că BAC este conținut într-o cantitate atât de mică în celulele bacteriene să fie motivul capacității sale de a menține în mod stabil secvențe mari de ADN donat: cu doar câteva BAC-uri, probabilitatea perturbării fragmentelor de ADN donat atunci când se recombină cu alte copii ale plasmidei VECTOR BAZAT PE CROMOZOM DE Drojdie ARTIFICIALĂ ADN-ul UMAN EcoR BamH WaH FOARTE SLAB DESPICĂ EcoR Scindarea WatH și EcoR umarul stang brațul drept fragmente mari de cromozomi LIGAREA ADN-ULUI ȘI TRANSFORMAREA CELULUI Drojdiilor eu , * b p L până la al -lea pb L I , x p CROMOZOM DE Drojdie ARTIFICIALĂ PRIN ADN UM Orez Crearea unui cromozom de drojdie artificială (YAC) Vectorul YAC permite donarea de molecule de ADN foarte mari TEL, CEN și ORI sunt secvențele de origine telomer, centromer și, respectiv, de replicare ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae; toate aceste site-uri sunt necesare pentru propagarea YAC BatHI și EcoRI sunt locurile în care enzimele de restricție respective scindează dubla helix ADN Secvențele desemnate A și B codifică enzime care servesc ca markeri selectivi pentru a facilita identificarea celulelor de drojdie care conțin un cromozom artificial Deoarece bacteriile se divid mai repede decât drojdia, majoritatea proiectelor de clonare la scară largă folosesc în prezent E coli pentru amplificarea ADN-ului (Adaptat după D T Burke, G F Carie și M V Olson, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Partea a III-a Metode foarte mic Datorită stabilității, capacității lor de a accepta întinderi mari de ADN și ușurinței de manipulare, cromozomii artificiali bacterieni au devenit vectorii preferați pentru construirea bibliotecilor de ADN ale organismelor complexe, inclusiv biblioteci genomice umane și de șoarece Clivarea întregului genom celular cu o enzimă de restricție specifică și clonarea fiecărui fragment, așa cum este descris mai sus, duce la formarea unui număr foarte mare de fragmente de ADN - aproximativ un milion în cazul genomului mamiferelor Fragmentele sunt distribuite între milioane de colonii diferite de celule bacteriene care au suferit transfecție Fragmente mai mari pot fi inserate în BAC, spre deosebire de plasmidele tipice, astfel încât sunt necesare mai puține celule bacteriene pentru a acoperi întregul genom În orice caz, fiecare colonie constă dintr-o clonă de celule derivate dintr-o singură celula progenitoare și, prin urmare, fiecare colonie conține multe copii ale unei regiuni specifice a genomului fragmentat ( ) O astfel de plasmidă conține o clonă de ADN genomic, iar un set complet de plasmide se numește bibliotecă ADN-ul uman dublu catenar DESPICĂ RESTRICTAZĂ milioane de bucăți de ADN genomic INCLUSIV FRAGMENTELE DE ADN ÎN PLASMIDE molecule de ADN recombinat ADN genomic Dar pentru că ADN-ul genomic este tăiat în fragmente aleatoriu, doar unele dintre fragmente conțin gene Multe clone de ADN genomic derivate din ADN-ul celulelor eucariote superioare conțin doar ADN necodant, care, așa cum se arată în capitolul , alcătuiește majoritatea acestor genomi O abordare alternativă este selectarea, înainte de începerea procesului de donare, numai a acelor secvențe care sunt transcrise în ARNm și astfel corespund genelor care codifică proteine În acest scop, ARNm este izolat din celule și apoi este sintetizată o copie ADN a fiecărui ARNm prezent Astfel de molecule de ADN sunt numite ADN complementar sau ADNc Reacția de copiere este catalizată de revers transcriptază retrovirus, care sintetizează o catenă de ADN complementară dintr-o catenă de ARN Moleculele de ADNc monocatenar sintetizate prin transcriptază inversă devin dublu catenare datorită acțiunii ADN polimerazei și deja astfel de molecule de ADNc sunt introduse într-o plasmidă sau vector viral și donate ( ) Fiecare obtinut prin aceasta metoda INTRODUCEREA PLASMIDELOR ÎN BACTERII biblioteca de ADN genomic uman Orez Crearea unei biblioteci de ADN genomic uman Bibliotecile genomice sunt de obicei menținute într-o populație de bacterii Fiecare bacterie poartă o bucată de ADN uman Pentru simplitate, este prezentată clonarea doar a câtorva fragmente exemplare (prezentate în culoare) În realitate, toate secțiunile gri ale ADN-ului vor fi clonate Analiza și manipularea ADN-ului o clonă se numește clonă de ADNc, iar întregul set de clone obținute dintr-o singură izolare de ARNm constituie o bibliotecă de ADNc prezentate câteva diferențe importante între clonele genomice clone de ADN și ADNc Clonele genomice sunt o colecție aleatorie a tuturor secvențelor de ADN ale unui organism și, cu rare excepții, sunt aceleași ' textile (de exemplu, creierul) ' HIBRIDIZARE CU PRIMER POLY(T) ARNm ' FORMAREA UNEI COPII ADN COMPLEMENTARE FOLOSIND ' TRANSCRIPTAZA REVERSA ' ' ' cADN ' ' Scindarea ARN folosind RNază H FRAGMENTUL DE ARN SERVEȘTE UN PRIMER PENTRU SINTETIZAREA A DOILEA CATENĂ DE ADNc ADN-POLIMERAZĂ ' ' ' ' copie ADNc dublu catenară a ARNm-ului original Orez Sinteza ADNc Tot ARNm este izolat din țesut, iar enzima transcriptază inversă sintetizează molecule de ADN (ADNc) complementare cu moleculele de ARN (vezi pagina ) Pentru simplitate, doar un astfel de ARNm este copiat în ADN Mai întâi, o oligonucleotidă scurtă care servește ca primer pentru transcriptază inversă este hibridizată la coada complementară poli(A) la capătul ' al ARNm (vezi capitolul ) Transcriptaza inversă apoi copiază ARN-ul în catena complementară a ADN-ului, formând o dublă helix hibrid ADN/ARN Tratamentul hibridului ADN/ARN cu enzima ribonucleaza H (vezi Fig ) duce la formarea de ruperi și goluri în catena de ARN Enzima ADN polimerază apoi copiază ADNc monocatenar rămas pentru a forma helixul dublu de ADNc Primerul pentru această reacție de sinteză este o porțiune din ARNm original Deoarece ADN-polimeraza folosită pentru a sintetiza cea de-a doua catenă de ADN poate lucra prin molecule de ARN legate, regiunea '-bază-pereche a ARN cu prima catenă de ADN servește de obicei ca primer pentru produsul final al celei de-a doua catene Acest ARN este ulterior degradat la donare Ca rezultat, secvențele de nucleotide de la capetele ' ale moleculelor originale de ARNm lipsesc adesea din bibliotecile de ADNc Partea a III-a Metode d- gena A-i ADN cromozomial gena B d - gena A - gena B intronul exonului ADN netranscris TRANSCRIERE Scindarea RESTRICTAZĂ a transcriptelor ARN fragmente de ADN ARNm CLONAREA ADN-ului SPLICARE ARN si eu TRANSCRIPȚIA REVERSA ȘI CLONAREA ADN-ului + ♦ clone de ADN genomic într-o bibliotecă de ADN genomic Clone de ADNc într-o bibliotecă de ADNc Orez Diferențele dintre clonele de ADNc și ADN-ul genomic derivat din aceeași regiune de ADN În acest exemplu, gena A este rar transcrisă, în timp ce gena B este transcrisă frecvent Ambele gene conțin introni (verde) Într-o bibliotecă de ADN genomic, atât intronul, cât și ADN-ul netranscris (roz) vor fi incluse în clone Mai mult, majoritatea clonelor conțin doar o parte din secvența de codificare a genei (roșu) În clonele de ADNc, secvențele de intron (galben) sunt despărțite în timpul formării ARNm (albastru deschis) și, prin urmare, fiecare clonă conține o secvență de codificare adiacentă Deoarece gena B este transcrisă mai frecvent decât gena A în celulele din care este derivată biblioteca de ADNc, aceasta apare mult mai frecvent în bibliotecă Într-o bibliotecă de ADN genomic, genele A și B vor fi conținute în aceeași cantitate indiferent de tipul de celule din care sunt obținute Dimpotrivă, clonele cADN conțin doar acele părți ale genomului care au fost transcrise în ARNm Deoarece celulele diferitelor canale sintetizează seturi diferite de molecule de ARNm, se obțin diferite biblioteci de ADNc pentru fiecare tip de celulă Utilizarea bibliotecilor de ADNc pentru donarea genelor are mai multe avantaje În primul rând, celulele specializate sintetizează anumite proteine în cantități mari În acest caz, ARNm care codifică proteina va fi, cel mai probabil, conținut în celulă într-un astfel de volum încât biblioteca de ADNc obținută din aceste celule să fie îmbogățită cu molecule de ADNc care codifică această proteină, ceea ce simplifică foarte mult sarcina de a identifica clona dorită în Librăria Analiza și manipularea ADN-ului theteke (vezi Figura ) Hemoglobina, de exemplu, este sintetizată în cantități mari în eritrocitele în curs de dezvoltare (globule roșii); de aceea genele globinei au fost printre primele care au fost clonate Cel mai important avantaj al clonelor de ADNc este faptul că acestea conțin o secvență de codificare adiacentă pentru o genă După cum am văzut, genele eucariote constau de obicei din secvențe scurte de codificare ADN (exoni) separate între ele prin secvențe necodificatoare mult mai lungi (introni); Sinteza ARNm implică îndepărtarea secvențelor necodificatoare din transcriptul original de ARN și splicing-ul secvențelor codificatoare Nici în celulele bacteriene sau de drojdie, ARN-ul derivat din gena unei celule eucariote superioare nu va suferi astfel de modificări Astfel, atunci când scopul clonării este de a descifra secvența de aminoacizi a unei proteine dintr-o secvență de ADN, sau de a obține o proteină în cantități mari prin exprimarea unei gene donate într-o celulă bacteriană sau de drojdie, este de preferat să începem cu ADNc Bibliotecile de ADNc au utilizări suplimentare: așa cum este descris în Capitolul , multe ARNm de la oameni și alte organisme complexe prezintă splicing alternativ, iar o bibliotecă de ADNc conține adesea majoritatea, dacă nu toate, ARNm-urile alternative conținute într-o linie celulară sau țesut dat Bibliotecile genomice și bibliotecile cADN sunt resurse inepuizabile partajate de cercetători Astăzi, multe astfel de biblioteci sunt disponibile din surse comerciale Genele pot fi amplificate selectiv folosind reacția în lanț a polimerazei Acum că sunt disponibile un număr mare de secvențe genomice, genele pot fi donate direct fără a crea mai întâi o bibliotecă de ADN Metoda reacției în lanț a polimerazei (PCR) a făcut posibilă clonarea rapidă Luând întregul genom, PCR vă permite să amplificați ADN-ul zonei selectate de miliarde de ori, "curățând" efectiv acest ADN de restul genomului În primul rând, o pereche de oligonucleotide ADN este sintetizată prin metode chimice, adiacente pe ambele părți secvenței de nucleotide dorite a genei Aceste oligonucleotide sunt apoi utilizate ca primeri de sinteză a ADN-ului pe catenele simple obținute prin încălzirea întregului ADN al genomului ADN-ul nou sintetizat este produs într-o reacție catalizată in vitro de ADN polimeraza purificată, iar primerii rămân la capetele ' ale fragmentelor finale de ADN (Fig a) În timpul primului ciclu de sinteză a ADN-ului, nu se întâmplă nimic special; puterea metodei PCR se dezvăluie numai după mai multe repetări ale ciclului de sinteză a ADN-ului Fiecare ciclu dublează cantitatea de ADN sintetizat în ciclul anterior Deoarece fiecare ciclu necesită o încălzire scurtă pentru a separa firele dublei helix ADN, trebuie utilizată o ADN polimerază specială care nu se va denatura când este încălzită Această ADN polimerază este izolată din bacteriile termofile și este rezistentă la temperaturi semnificativ mai ridicate decât proteinele convenționale Cu fiecare nou ciclu de sinteză a ADN-ului, noi fragmente servesc ca șabloane pentru următoarele, iar după mai multe cicluri, produsul predominant al reacției va fi un tip de ADN, a cărui lungime corespunde distanței dintre cei doi primeri originali (vezi Fig , , b) Partea a III-a Metode A) dsDNA (ADN dublu catenar) ÎNCĂLZIRE PENTRU A SEPARA STRAVELE DE ADN Recoacerea CU PRIMER + ADN polimerază +dATP +dGTP +dCTP SINTEZA ADN-ULUI CU PRIMEROE PASUL PASUL PASUL PRIMUL CICLU ) ADN sinteză separarea catenelor de ADN și recoacere însămânțată separare lanțuri de ADN si recoacerea cu sinteza primerilor separarea catenelor de ADN și sinteza ADN de recoacere însămânțată amplifica o regiune a DCDNA PRIMUL CICLU ( molecule dsDNA) AL DOILEA CICLU ( molecule de ADN) CICLU AL TREILEA ( molecule d NA Primeri oligonucleotidici ADN Orez Amplificarea ADN prin metoda PCR Cunoașterea secvenței ADN care trebuie amplificată permite crearea a două oligonucleotide ADN sintetice Un primer este complementar secvenței de pe o catenă a dublei helix ADN, iar al doilea primer este complementar secvenței de pe cealaltă catenă, dar de la capătul opus al regiunii de propagat Aceste oligonucleotide servesc ca primeri pentru sinteza ADN catalizata de ADN polimeraza in vitro si definesc regiunea ADN care trebuie amplificata a) PCR începe cu dsDNA și la începutul fiecărui ciclu are loc o scurtă încălzire pentru a separa firele (pasul ) După separarea catenelor, răcirea ADN-ului în prezența unui exces de primeri oligonucleotidici permite hibridizarea acestor primeri la secvențe complementare pe cele două catene de ADN (etapa ) Amestecul este apoi incubat cu ADN polimerază și patru trifosfați dezoxiribonucleozidici pentru pornirea sintezei ADN-ului cu cei doi primeri (pasul ) Apoi ciclul se repetă, începând cu încălzirea pentru a separa catenele de ADN sintetizat b) Pe măsură ce procesul se repetă din nou și din nou, fragmentele nou sintetizate servesc ca șabloane pentru ciclul următor, iar după câteva cicluri ADN-ul predominant este secvența identică, delimitată și incluzând cei doi primeri ai șablonului original Din ADN-ul de la care a început reacția inițială, doar secvența cuprinsă între cei doi primeri este amplificată, deoarece nu există primeri în alte regiuni În exemplul ( ) prezentat, trei cicluri ale reacției produc catene de ADN, dintre care (închise în casete galbene) sunt de aceeași lungime și se potrivesc exact cu una dintre catenele secvenței restrânse originale prezentate în stânga; lanțurile rămase conțin ADN suplimentar pe partea secvenței originale, care este replicat în primele câteva cicluri După încă patru cicluri, din cele de catene de ADN se vor potrivi exact cu secvența limitată inițială, iar după încă câteva cicluri, aproape toate moleculele de ADN vor avea această lungime unică Analiza și manipularea ADN-ului În practică, amplificarea eficientă a ADN-ului necesită - de cicluri de reacție, produsele fiecărui ciclu servind ca șabloane ADN pentru următorul - de unde și termenul de reacție în lanț a polimerazei Durează doar aproximativ minute pentru a parcurge un ciclu, iar întregul proces poate fi automatizat cu ușurință Astfel, PCR face posibilă "clonarea moleculară fără celule" a unui fragment de ADN în câteva ore, în timp ce clonarea convențională durează câteva zile Această metodă este utilizată în prezent pe scară largă pentru donarea directă de ADN a genelor de interes, atunci când materialul de pornire este fie ADN genomic, fie ARNm izolat din celule ( ) cfao C \ G ) celule QQ izolarea ADN-ului | | izolarea ARNm secvență de ARNm clonabilă SEPARARE LANȚURI ȘI ADĂUGARE SEMINȚE ADĂUGAȚI PRIMUL PRIMER, REVERSE TRANSCRIPTAZE ȘI DESOCRIBONUCLEOZIDI TRIFOSFATURI eu cADN ARN AMPLIFICAREA PCR SEPARARE CIRCUIT ȘI ADĂUGAȚI UN AL DOILEA PRIMER AMPLIFICAREA PCR eu clone genomice clonele cADN b) Orez Obținerea unei clone genomice sau a unei clone de ADNc folosind reacția în lanț a polimerazei a) Pentru a obține o clonă genomică, ADN-ul cromozomial este mai întâi izolat din celule Apoi se adaugă primeri PCR, flancând regiunea ADN-ului donat și sunt efectuate multe cicluri de reacție (vezi Fig ) Deoarece numai ADN-ul cuprins între (și care conține) primeri este amplificat, PCR face posibilă obținerea selectivă de secțiuni scurte de ADN cromozomial în forma sa pură, b) Pentru a utiliza PCR pentru a obține o clonă de ADNc a unei gene, ARNm este mai întâi izolat din celule Primul primer este apoi adăugat la amestecul de ARNm, iar transcriptaza inversă sintetizează catena de ADN complementară După aceea, se adaugă un al doilea primer și molecula de ADNc monocatenar este amplificată în cicluri PCR succesive, așa cum se arată în Fig În ambele tipuri de donare, este necesar să se cunoască în prealabil secvența de nucleotide a cel puțin unei părți a fragmentului de donat Partea a III-a Metode A) cromozomi omologi primeri pentru amplificarea PCR secvențe repetitive ale locusului VNTR SEPARAREA PRODUSELOR PCR ÎN GEL b) Suspect A Suspect B Suspect F Orez Utilizarea reacției în lanț a polimerazei în criminalistică, a) Secvența de ADN care creează variabilitatea utilizată în analiză constă în secvențe scurte repetate, de exemplu, CACACA , care sunt localizate în diferite regiuni (loci) ale genomului uman Numărul de repetări în fiecare caz poate fi foarte variabil în populație, variind de la la la persoane diferite Acest tip de secvență repetă este adesea denumit secvențe de microsateliți hipervariabile, cunoscute și sub numele de loci VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) Deoarece secvențele diferă la fiecare locus, oamenii moștenesc de obicei variante diferite de la mama și de la tată; astfel, indivizii neînrudiți nu posedă în general aceleași perechi de secvențe Analiza PCR folosind primeri care limitează locusurile au dat o pereche de benzi de ADN amplificate pentru fiecare individ, o bandă reprezentând varianta maternă și cealaltă varianta paternă Lungimea ADN-ului amplificat și, prin urmare, poziția benzii sale după electroforeză, depinde de numărul exact de repetări la locus b) În exemplul schematic prezentat aici, trei loci VNTR identici (care necesită trei perechi diferite de oligonucleotide special selectate) primeri) a trei suspecți (A, B și C) sunt analizați, dându-se fiecărei persoane Analiza și manipularea ADN-ului Metoda PCR este foarte sensibilă; permite detectarea unei singure molecule de ADN într-o probă În mod similar, urme de ARN pot fi analizate prin transcrierea lor mai întâi în ADN folosind transcriptază inversă Metoda de clonare PCR a înlocuit în mare măsură Southern blot din zonele de diagnosticare a bolilor genetice și niveluri scăzute de infecție virală De asemenea, arată o mare promisiune în domeniul criminalisticii, unde poate fi folosit pentru a analiza cele mai mici urme de sânge și alte țesuturi, chiar și la nivelul unei singure celule, și pentru a identifica persoana căreia i-a aparținut această probă, folosindu-se sau "amprenta" ei genetică (fig ) Celulele ca fabrici pentru producerea de proteine specifice Cele mai multe dintre miile de proteine diferite, inclusiv proteinele care îndeplinesc cele mai importante funcții cheie, sunt prezente în celulă în cantități foarte mici Odinioară era foarte dificil, dacă nu imposibil, să obții mai mult de câteva micrograme de proteină pură Poate cea mai importantă contribuție a clonării ADN-ului și a ingineriei genetice la biologia moleculară a fost că au făcut posibilă obținerea oricărei proteine din celulă în cantități practic nelimitate Cantități mari de proteină dorită sunt obținute în celulele vii folosind vectori de expresie (Fig ) Acestea sunt de obicei plasmide concepute pentru a produce cantități mari de ARNm stabil care poate fi tradus eficient în proteine în celulele bacteriene, drojdie, insecte sau mamifere transfectate Pentru a preveni interferarea nivelurilor ridicate de proteine străine cu creșterea celulelor, vectorul de expresie este adesea proiectat astfel încât sinteza ARNm și a proteinei străine să înceapă cu puțin timp înainte ca celulele să fie recoltate și lizate (Figura ) Deoarece proteina dorită produsă de vectorul de expresie este sintetizată în interiorul celulei, după liza celulei, aceasta trebuie purificată din proteinele celulei gazdă utilizând cromatografie Dar, deoarece lizatul celular conține un exces din această proteină (adesea - % din proteina totală a celulei), purificarea este ușor de realizat în doar câțiva pași După cum se arată mai sus, mulți vectori de expresie conțin un marker molecular - un grup de resturi de histidină sau o proteină marker mică - în proteina exprimată, care facilitează purificarea prin cromatografie de afinitate (vezi Figura ) O varietate de vectori de expresie sunt acum disponibili, fiecare proiectat pentru o anumită celulă în care va fi produsă proteina În acest fel, celulele pot fi făcute să sintetizeze cantități mari de proteine utile pentru medicină, cum ar fi insulina umană și hormonul de creștere, interferonul și antigenele virale pentru vaccinuri Mai general, aceste metode permit producerea a șase benzi de ADN în electroforeză mare co-post gel de poliacrilamidă În ciuda faptului că unii oameni au mai multe dungi comune, în general, imaginea pentru fiecare persoană este individuală Astfel, compoziția locilor poate servi drept "amprentă" pentru identificarea practic invariabilă a unei persoane A patra bandă (F) conține produsele aceleiași reacții de probă criminalistică Materialul de plecare pentru PCR poate fi un singur fir de păr sau cea mai mică picătură de sânge rămasă la locul crimei Când se examinează variabilitatea la - loci VNTR diferiți, șansa ca doi indivizi aleatori să aibă aceleași caracteristici genetice este de aproximativ la miliarde În cazul prezentat aici, suspecții A și C pot fi excluși de la investigații ulterioare, în timp ce persoana desemnată B rămâne principalul suspect al infracțiunii Această abordare este utilizată pe scară largă pentru stabilirea paternității Partea a III-a Metode secvența promotor RESTRICȚIA ADN-ului clivaj INSEREȚI SECVENȚA ADN-ULUI DE CODIFICARE A PROTEINEI INTRODUCERE I ADN RECOMBINANT I ÎN CUVII ♦ supraexprimat supraexprimat proteina ARNm ARNm direcția electroforezei timp la 'C °С -ADN helicaza !III Orez Generarea de cantități mari de proteine dintr-o secvență de ADN care codifică proteină donată într-un vector de expresie și introdusă într-o celulă Vectorul plasmidic conține un promotor foarte activ, datorită căruia sunt sintetizate cantități anormal de mari de ARNm din gena adiacentă care codifică proteine În funcție de caracteristicile vectorului de donare, plasmida este introdusă în celule bacteriene, de drojdie, de insecte sau de mamifere, unde gena inserată în vector este transcrisă eficient și tradusă în proteină cantități de orice proteină, chiar și una care conține doar câteva copii în celulă, pentru studii structurale și funcționale detaliate, ale căror metode le-am discutat mai devreme De asemenea, tehnicile ADN fac posibilă obținerea unor cantități mari de orice moleculă de ARN, cu condiția ca gena acesteia să fie izolată Studii de splicing ARN, sin Sinteza proteinelor și a enzimelor pe bază de ARN (ribozime) este mult simplificată de disponibilitatea moleculelor de ARN pur Majoritate ARN-ul este conținut într-o celulă în cantități foarte mici și este foarte dificil să îl purificați de alte componente celulare, în special din alte zeci de mii de ARN prezent în celulă Dar orice ARN de interes poate fi sintetizat în cantități suficiente in vitro prin transcrierea secvenței sale de ADN (obținută prin metodele tocmai descrise) Orez Obținerea unor cantități mari de proteine folosind un vector de expresie plasmidică În acest exemplu, celulele bacteriene sunt transfectate cu secvența de codificare enzima ADN helicaza; transcrierea acestei secvențe de codificare este sub controlul unui promotor viral, care devine activ numai la temperaturi de °C sau mai mari Întreaga proteină celulară a fost analizată prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă în prezența SDS, fie în cazul bacteriilor crescute la °C (helicaza nu este sintetizată), fie după transferul aceleiași bacterii la °C timp de ore (enzima helicaza a devenit specia proteică predominantă în lizat) (Cu amabilitatea lui Jack Waggu ) Analiza și manipularea ADN-ului ARN polimerază virală foarte eficientă Specia unică de ARN rezultată este ușor separată de ADN și ARN polimerază Proteinele și acizii nucleici pot fi sintetizați direct în reacții chimice Au fost dezvoltate reacții chimice speciale pentru sinteza directă a secvențelor specifice de aminoacizi și acizi nucleici Aceste metode reprezintă o sursă directă de molecule biologice și nu necesită utilizarea de celule sau enzime Sinteza chimică este preferată pentru producerea de acizi nucleici cu lungimea de până la de nucleotide, ceea ce este util în special pentru metodele bazate pe PCR descrise mai sus De asemenea, este utilizat pe scară largă pentru a crea peptide specifice care, atunci când sunt asociate chimic cu alte proteine, produc anticorpi împotriva peptidei ADN-ul poate fi secvențiat rapid Metodele care vă permit să determinați rapid și ușor secvența de nucleotide a oricărui fragment de ADN au făcut posibilă descifrarea secvențelor de ADN a zeci de mii de gene și a multor genomi completi (vezi Tabelul , p ) Cantitatea de informații despre secvențele de ADN este acum atât de mare (multe zeci de miliarde de nucleotide) încât sunt necesare computere puternice pentru a o stoca și analiza Secvențierea ADN-ului în volume mari a devenit posibilă după dezvoltarea la mijlocul anilor ' Metoda de secvențiere a ADN-ului dideoxi, care se bazează pe sinteza ADN in vitro în prezența trifosfaților dideoxirribonucleozidici cu terminare a lanțului (Fig ) Deși în prezent se folosește aceeași metodă de bază, au fost aduse multe îmbunătățiri Secvențierea ADN-ului este acum complet automatizată: roboții grăbesc ingredientele și apoi le încarcă, efectuează sinteza și citesc secvența bazelor nucleotidice din gel Nucleotidele de terminare a lanțului coapte cu coloranți fluorescenți de diferite culori accelerează procesul; în acest caz, toate cele patru reacții de sinteză pot avea loc într-un tub, iar produsele pot fi separate pe o bandă a gelului Situat lângă marginea inferioară a gelului, un detector citește și înregistrează culoarea etichetei fluorescente de pe fiecare bandă pe măsură ce acestea trec prin fasciculul laser (Figura ) Apoi computerul citește și stochează această secvență de nucleotide Unele sisteme moderne au abandonat complet gelul tradițional, iar separarea acizilor nucleici din ele are loc folosind electroforeza capilară, o metodă care accelerează și mai mult automatizarea rapidă Se folosesc secvențe de nucleotide pentru a prezice secvențele de aminoacizi ale proteinelor Acum că secvențierea ADN-ului a devenit rapidă și fiabilă, a devenit metoda de alegere pentru determinarea indirectă a secvențelor de aminoacizi ale majorității proteinelor În prezența unei secvențe de nucleotide care codifică o proteină, procesul este destul de simplu Deși există în principiu șase cadre de citire diferite în care o secvență de ADN poate fi tradusă într-o proteină (trei pe catenă), cel corect este de obicei Partea a III-a Metode a) trifosfat dezoxiribonucleozid / eventual alungirea lanțului la capătul ' / previne alungirea lanțului la capătul ' b) precursori normali ai trifosfaților dezoxiribonucleozidici (dATP, dCTP, dGTP și d TTP) o cantitate mică de unul dideoxi ribonucleozid trifosfat (ddATP) primer oligonucleotidic pentru ADN polimeraza \ încorporarea rară a dideoxiribonucleotidei în lanț de către polimeraza ADN blochează creșterea ulterioară a moleculei de ADN CGATGGACGTACCTCTGAAGCG / o moleculă de ADN monocatenar a cărei secvență urmează să fie determinată V) ' CATATGTCAGTCCAG ' ' CGTATACAGTCAGGTC ' ADN dublu catenar grund marcat | ' ' ' CGTATACAGTCAGGTC ' ADN monocatenar +exces d d d d '+ ADN polimerază +dd l+dd|+dd +ADN polimerază +ADN polimerază I +ADN polimerază GCAT GCA GCAT GCA GCA GC' GCAT secvența ADN citită de jos în sus din gel este: Analiza și manipularea ADN-ului Orez (stânga) Metoda de secvențiere a ADN-ului enzimatic sau dideoxi a) Această metodă se bazează pe utilizarea trifosfaților dideoxiribonucleozidici, derivați ai trifosfaților dezoxiribonucleozidici normali cărora le lipsește o grupare '-hidroxil ) ADN-ul purificat este sintetizat/l in vitro într-un amestec care conține molecule de ADN monocatenar secvențial (gri), enzimă ADN polimerază, primer ADN scurt (portocaliu) necesar pentru ca ADN polimeraza să înceapă sinteza și patru trifosfați dezoxiribonucleotid dATP, dCTP, dGTP, dTTP: albastru A, C, G și T) Dacă un analog dideoxiribonucleotidic (roșu) al uneia dintre aceste nucleotide este de asemenea prezent în amestec, acesta poate fi inserat în catena de ADN în creștere Deoarece nu va exista o grupare '-OH în acest lanț, adăugarea următoarei nucleotide este blocată și lanțul ADN este terminat în acest punct În exemplul prezentat, o cantitate mică de dideoxiATP (ddATP, notat cu A roșu) a fost adăugată la amestecul de nucleotide ddATP concurează cu excesul de deoxiATP normal (dATP, albastru A), așa că ddATP este uneori încorporat aleatoriu în catena de ADN în creștere Un astfel de amestec de reacție va produce în cele din urmă un set de ADN-uri de lungimi diferite, complementare cu ADN-ul original, fiind secvențiate și terminate la diferiți A Lungimile exacte ale produselor de sinteză ADN pot fi apoi utilizate pentru a determina poziția fiecărui A în creșterea catena, ADN-ul este mai întâi separat în catene individuale și una dintre catene este utilizată ca șablon pentru secvențiere Patru dideoxirribonucleozide trifosfați de terminare a lanțului diferiți (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, din nou afișați cu roșu) sunt utilizați în patru reacții separate de sinteză ADN pe copii ale aceluiași ADN monocatenar (gri) Fiecare reacție produce un set de copii ADN care se termină în puncte diferite ale secvenței Produșii acestor patru reacții sunt separați prin electroforeză pe patru benzi paralele de gel de poliacrilamidă (etichetate aici ca A, C, G și T) Fragmentele sintetizate sunt detectate prin marcaje (radioactive sau fluorescente) introduse în primer sau într-unul dintre trifosfații dezoxiribonucleozidici utilizați pentru extinderea lanțului În fiecare bandă, benzile sunt fragmente terminate la o nucleotidă dată (de exemplu, A în banda din stânga), dar în poziții diferite în catena ADN Citind benzile în ordine, începând din partea de jos a gelului și deplasându-se pe toate benzile, secvența ADN sintetizată poate fi determinată Secvența este reprezentată ca o săgeată verde în dreapta gelului Această secvență este complementară cu catena șablon (gri) din molecula originală de ADN dublu catenar și identică cu porțiunea de catena S'- ' verde G GG Orez Secvențierea automată a ADN-ului Mai jos este o mică parte a datelor brute generate de secvențierea automată a ADN-ului așa cum apare pe ecranul unui computer Fiecare vârf colorat proeminent reprezintă o nucleotidă în secvența ADN - aici puteți citi secvența de nucleotide între pozițiile și , numărând de la începutul secvenței Picurile mici din apropierea liniei zero reprezintă "zgomot" de fundal și, atâta timp cât sunt semnificativ mai mici decât vârfurile "semnal", acestea sunt ignorate Acest exemplu a fost luat dintr-un proiect internațional pentru a determina secvența completă de nucleotide a genomului plantei Arabidopsis (Cu amabilitatea lui George Murphy ) Partea a III-a Metode poate fi recunoscută prin absența codonilor stop întâlniți în mod obișnuit în alte cadre ( ) Când am discutat despre codul genetic în capitolul , am constatat că o secvență aleatorie de nucleotide citită în cadru va codifica un semnal pentru a opri sinteza proteinelor aproximativ la fiecare de aminoacizi Secvențele de nucleotide care codifică fragmente de peptide mai lungi pot fi probabil exoni și pot fi traduse (de un computer) într-o secvență de aminoacizi și comparate cu bazele de date pentru potriviri cu proteinele cunoscute de la alte organisme Dacă este necesar, o mică parte din secvența de aminoacizi a proteinei purificate poate fi secvențiată și secvența prezisă de ADN poate fi confirmată sau infirmată Problema, totuși, este de a determina care secvențe de nucleotide din întregul genom sunt gene care codifică proteine Identificarea genelor este foarte simplă dacă secvența ADN este preluată dintr-un crono A) cadru de lectură direcția de citire a secvenței catenei superioare de ADN I N- ile leu phe arg val ! N-tyr phe ile ser ser N-leu phe tyr phe glu ile arg pro thr argas asn phe thr arg -C asn ser thr leu asn ala lys leu his leu thr -C phe asp leu lys arg glu thr ser leu asn -C ' TTATTTTATTTCG AGTAATTC GASSTTAA ACGC AAACTTCACTTAAC ' ' AATAAAATAAAGCTCATTAAGCTGGAATTTGCGCTTTG AAGTG AATTG ' cadru de lectură - - C- lys ile glu leu leu glu val lys phe ala phe ser lys val -N C- ile lys asn arg thr ile arg gly val arg phe lys val arg -N C- asn lys ser thr asn ser arg leu arg ser val glu ser leu ser-N - Direcția secvenței de citire a catenei inferioare de ADN b) direcția de citire a secvenței catenei superioare de ADN -► ЗІ ILL II I I IL "I IL J JJ L I I cadre de lectură sălbatic ;,- cadre lecturi - " I I L~ J ! - direcția de citire a secvenței catenei inferioare ADN | I b p Orez Găsirea segmentelor de ADN care codifică o proteină, a) Orice segment al unei secvențe de ADN poate, în principiu, codifica șase secvențe diferite de aminoacizi, deoarece oricare dintre cele trei cadre de citire diferite de pe fiecare catenă poate fi folosit pentru a interpreta secvența de nucleotide Rețineți că secvența de nucleotide este întotdeauna citită în direcția '- ' și codifică proteina de la capătul N-terminal la capătul C-terminal În cazul unei secvențe aleatorii de nucleotide citite într-un anumit cadru, semnalul de oprire a sintezei proteinelor apare în medie la fiecare de aminoacizi În această secvență de b p fiecare astfel de semnal (codon stop) este afișat cu albastru și numai cadrul nu are semnale stop, b) Căutarea secvenței ADN de bp pentru posibile secvențe de codificare a proteinei Informațiile sunt prezentate în același mod ca în (a): fiecare codon de stop al sintezei proteinelor este indicat printr-o linie albastră De asemenea, toate zonele dintre semnalele posibile de pornire și oprire pentru sinteza proteinelor (vezi pagina ) sunt afișate cu roșu Doar cadrul codifică o proteină de de aminoacizi Analiza și manipularea ADN-ului mozome de bacterii sau arhee lipsite de introni sau dintr-o clonă de ADNc Locația genelor în astfel de secvențe de nucleotide poate fi prezisă prin căutarea anumitor caracteristici distinctive în ADN (descrise în Capitolul ) Genele care codifică proteine sunt identificate prin căutarea secvenței de nucleotide pentru cadre de citire deschise (ORF) care încep cu un codon de început, de obicei ATG, și se termină cu un codon de oprire TAA, TAG sau TGA Pentru a menține erorile la minimum, computerele utilizate pentru căutarea ORF-urilor sunt de obicei programate să ia în considerare numai secvențe mai mari de, să zicem, de codoni ca gene În cazul genomurilor mai complexe, cum ar fi genomul animal și al plantelor, prezența intronilor mari în porțiunea de codificare a unei gene complică procesul În majoritatea organismelor multicelulare, inclusiv a oamenilor, exonul mediu este format din doar de nucleotide Astfel, ar trebui căutate și alte caracteristici care indică prezența genei, cum ar fi secvențele care semnalizează granița dintre intron și exon sau regiuni de reglare distincte Încercările recente de a rezolva problema predicției exonilor au dus la crearea unor algoritmi de inteligență artificială care permit unui computer să învețe din exemple cunoscute ce seturi de caracteristici sunt caracteristice limitelor exonilor A doua abordare importantă pentru identificarea regiunilor de codificare în cromozomi este descrierea secvențelor de nucleotide ale ARNm detectate (folosind ADNc-ul corespunzător) ARNm-urilor (și cADN-urile derivate din acestea) lipsesc introni, secvențe reglatoare ADN și ADN "intermediar" inutil care se află între gene Astfel, este utilă secvențarea unor cantități mari de ADNc pentru a obține baze de date foarte detaliate ale secvențelor care codifică organismul Aceste secvențe sunt apoi utilizate cu ușurință pentru a recunoaște exonii corespunzători genelor dintr-o secvență lungă de ADN cromozomial Genomul multor organisme a fost complet secvențiat În mare măsură, datorită automatizării procesului de secvențiere a ADN-ului, genomul multor organisme au fost complet descifrați, inclusiv cloroplastele vegetale și mitocondriile animale, genomul bacteriilor și arheilor și organisme model studiate pe scară largă în laboratoare, de exemplu: drojdie, viermi rotunzi, musca de fructe Drosophila, plantă model Arabidopsis, șoareci, câini, cimpanzei și, bineînțeles, oameni De asemenea, cercetătorii au descifrat complet secvențele ADN ale unei varietăți de agenți patogeni umani Aceasta include genomul bacteriilor care provoacă holera, tuberculoza, sifilisul, gonoreea, boala Lyme și ulcerul gastric, precum și sute de virusuri, inclusiv variola și virusul Epstein-Barr (care provoacă mononucleoza infecțioasă) Studierea genomilor acestor agenți patogeni oferă o perspectivă asupra a ceea ce îi face infecțioși și indică calea spre dezvoltarea unor tratamente noi și mai eficiente Haemophilus influenzae (o bacterie care provoacă infecții ale urechii și meningită la copii) este primul organism pentru care a fost decodificată întreaga secvență a genomului - toate cele , milioane bp - folosind secvențierea puștilor (metoda secvențierii puștilor), cea mai comună abordare în prezent În această metodă, secvențele lungi de ADN sunt scindate aleatoriu în fragmente mai scurte Partea a III-a Metode Fiecare fragment este secvențial și apoi, folosind un computer care utilizează secvențe suprapuse ca indicatori de direcție de asamblare, aceste piese sunt asamblate într-un întreg cromozom sau genom Metoda puștii este folosită în principal pentru secvențierea genomilor mici Deși secvențele genomice mari, repetitive sunt mai dificil de asamblat, abordarea pușcă, combinată cu analiza fragmentelor mari de ADN donate în BAC, a jucat, de asemenea, un rol cheie în secvențierea lor Odată cu publicarea din ce în ce mai multe secvențe noi în literatura științifică, compararea genomurilor complete ale diferitelor organisme ne permite să urmărim relațiile evolutive dintre gene și organisme, precum și să descoperim noi gene și să prezicem funcțiile acestora (vezi capitolele și ) Atribuirea funcțiilor genelor implică adesea compararea secvențelor acestora cu secvențele înrudite în organisme model care au fost caracterizate pe larg în laboratoare, cum ar fi bacteria E coli, drojdia cerevisiae și pobe, viermii rotunzi C elegans și fructele musca D melanogaster ( vezi capitolul ) Deși organismele ale căror genomi au fost secvenționați au multe dintre aceleași căi biochimice și conțin proteine care sunt omoloage în secvența sau structura de aminoacizi, funcțiile multor proteine nou identificate rămân necunoscute În funcție de organism, aproximativ - % din proteinele codificate de genomul decodificat nu sunt similare cu nicio proteină studiată biochimic Această observație evidențiază limitările domeniului în expansiune al genomicii: deși analiza comparativă a genomilor oferă o mulțime de informații despre relațiile dintre gene și organisme, adesea nu oferă informații despre modul în care aceste gene funcționează sau ce rol joacă ele în fiziologie De exemplu, o comparație a seturilor complete de gene ale mai multor bacterii termofile nu a dezvăluit de ce aceste organisme prosperă la temperaturi care depășesc °C Iar un studiu al genomului bacteriei incredibil de radiorezistente Deinococcus radiodurans nu explică modul în care este capabilă să supraviețuiască unei explozii de radiații care sparge sticla Pentru a înțelege cum funcționează genele și proteinele pe care le produc în contextul organismelor vii, sunt necesare studii biochimice și genetice suplimentare, așa cum este descris în altă parte în acest capitol Concluzie Clonarea ADN-ului vă permite să copiați orice secvență specifică de ADN sau ARN, selectată din milioane de alte secvențe din celulă și să o sintetizați în cantități nelimitate în formă pură Secvențele de ADN pot fi amplificate după scindarea ADN-ului cromozomial cu endonucleaze de restricție și încorporarea fragmentelor de ADN rezultate în cromozomii unui element genetic cu auto-replicare, cum ar fi un virus sau plasmidă Vectorii plasmidii sunt utilizați în mod obișnuit și "biblioteca de ADN genomic" rezultată este menținută în milioane de celule bacteriene, fiecare conținând o bucată diferită de ADN Celulele individuale în proliferare din această bibliotecă produc cantități mari dintr -un singur fragment de ADN donat Reacția în lanț a polimerazei (PCR) permite donarea directă a ADN-ului cu o ADN polimerază rezistentă la căldură, cu condiția ca secvența ADN-ului de interes să fie cunoscută în prealabil Studiul expresiei genelor și al funcției Abordări înrudite sunt utilizate pentru a obține clone de ADN a căror secvență se potrivește cu moleculele de ARNm, cu excepția faptului că se obține mai întâi o copie ADN a secvenței de ARNm, denumită cADN Spre deosebire de clonele de ADN genomic, clonele de ADNc le lipsesc secvențele de intron, ceea ce le face clonele preferate pentru analiza produselor genice proteice Reacțiile de hibridizare a acidului nucleic sunt o metodă sensibilă pentru detectarea genelor sau a oricăror alte secvențe de nucleotide de interes În condiții dure de hibridizare (la o astfel de combinație de solvent și temperatură încât chiar și o dublă helix ADN perfectă devine instabilă), două catene se pot împerechea pentru a forma o helix "hibridă" numai dacă secvențele lor sunt aproape exact complementare Specificitatea enormă a unei astfel de reacții de hibridizare face posibilă etichetarea oricărei secvențe de nucleotide monocatenar cu un radioizotop sau compus chimic și utilizarea acesteia ca sondă pentru a găsi o catenă complementară chiar și într-o celulă sau un extract celular care conține milioane de ADN și ARN diferit secvente Sondele de acest fel sunt utilizate pe scară largă pentru a detecta acizii nucleici corespunzători anumitor gene, pentru a accelera purificarea acestora și pentru a caracteriza și determina localizarea lor în celule, țesuturi și organisme Secvențele de nucleotide ADN pot fi decodificate rapid și ușor folosind metode extrem de automatizate bazate pe secvențierea ADN-ului dideoxi Această abordare a făcut posibilă determinarea secvențelor complete de ADN ale genomurilor multor organisme Compararea secvențelor genomice ale diferitelor organisme permite urmărirea relațiilor evolutive dintre gene și organisme, precum și descoperirea de noi gene și prezicerea funcțiilor acestora Împreună, aceste tehnici de analiză și manipulare a ADN-ului au făcut posibilă identificarea, izolarea și secvențarea genelor oricărui organism de interes Abordările adecvate permit oamenilor de știință să obțină cantități mari de produse proteice ale acestor gene, care sunt necesare pentru o analiză detaliată a structurii și funcțiilor lor, precum și în scopuri medicale Studiul expresiei și funcției genelor În cele din urmă, oamenii de știință doresc să știe cum funcționează genele și proteinele pe care le codifică într-un organism intact Deși poate părea contraintuitiv, una dintre cele mai grăitoare modalități de a determina ce face o genă este de a observa ce se întâmplă cu un organism dacă gena lipsește Studiul organismelor mutante care poartă modificări sau deleții în secvențele de nucleotide este o practică testată în timp în biologie și formează baza unui domeniu important al geneticii Deoarece mutațiile pot perturba procesele celulare, mutanții sunt adesea cheia pentru înțelegerea funcției unei gene Abordarea genetică clasică începe cu găsirea de mutanți care au înfățișări interesante sau neobișnuite, cum ar fi muștele de fructe cu ochi albi sau aripi curbate Lucrând înapoi de la fenotip - aspectul sau comportamentul unui individ - se poate determina genotipul unui organism, forma genei responsabile de această caracteristică (Anexa ) Anexa Privire de ansamblu asupra geneticii clasice GENE ȘI FENOTIPURI unitate funcțională a eredității, corespunzătoare de obicei unei porțiuni din codul ADN pentru o singură proteină 'm: întreaga secvență de ADN a unui organism /s: locația genei în genom forme alternative ale genomului ii tip normal, natural ■g diferă de tipul sălbatic datorită unei modificări genetice (mutație) Homozigot A/A specific ansamblu de alele care formează enomul unui individ Heterozigot a/A Homozigot a/a extern caracteristici individuale alela A este int (față de a); alela a este re (cu privire la A) În exemplul de mai sus, fenotipul heterozigotului se potrivește cu genotipul unuia dintre homozigoți; în cazurile în care diferă de fenotipurile ambilor homozigoți, cele două alele sunt considerate codominante CROMOZOMI centromer cromozom la începutul ciclului celular, în faza G ; singura bandă lungă este o dublă spirală ADN lungă CICLU HAPLOID-DIPLOID DE REPRODUCERE SEXUALĂ braț lung "q" umăr scurt "r" cromozom la sfârșitul ciclului celular, în metafază; s-a dublat și s-a condensat, acum este format din două cromatide surori identice (fiecare dintre ele include o dublă helix ADN) conectate între ele la centromer CELULELE scurt lung umăr "p" umăr "q" Setul diploid normal de cromozomi văzut pe placa metafazelor și preparat prin întreruperea celulei în metafază și colorarea cromozomilor împrăștiați Exemplul schematic prezentat aici prezintă trei perechi de autozomi (cromozomi moșteniți simetric de la ambii părinți, indiferent de sex) și doi cromozomi sexuali - X de la mamă și Y de la tată Numărul și tipul de cromozomi sexuali și rolul lor în determinarea sexului depind de clasa organismului, la fel ca și numărul de perechi de autozomi MEIOZĂ FUNZIONAREA CELULELE SEXUALE (FERTILIZARE) DIPLOID CELULA H A zigot cromozom matern cromozomul patern Pentru simplitate, ciclul este afișat pentru o singură pereche cromozom/cromozom Cu cât distanța dintre doi loci de pe același cromozom este mai mare, cu atât este mai probabil ca aceștia să fie separați prin încrucișarea care se produce la locul dintre ei Dacă două gene au fost astfel rearanjate în x% gameți, atunci ei spun că distanța care le separă în cromozom este x u (sau x centimorg")- Anexă la capitolul TIPURI DE MUTAȚII îndepărtarea unui segment de cromozom localizat la un loc al unei gene și corespunde unei singure perechi de nucleotide sau unei părți foarte mici a unei gene ♦ inversează direcția unui segment de cromozom provoacă moartea prematură a organismului în curs de dezvoltare se manifestă în fenotip numai în anumite condiții, numite condiții restrictive În alte condiții - permisive - nu se observă efectul mutației În cazul mutațiilor sensibile la temperatură, condiția restrictivă este de obicei temperatură ridicată, iar permisivă - limite de temperatură scăzută sau oprește funcționarea genei Aceasta este cea mai comună clasă de mutații Mutațiile cu pierderea funcției sunt de obicei recesive - un organism funcționează normal atâta timp cât păstrează cel puțin o copie normală a genei o mutație cu pierderea funcției care închide complet o genă îndepărtarea unui segment dintr-un cromozom și atașarea acestuia la altul crește activitatea genei sau o face activă în condiții necorespunzătoare; aceste mutații sunt de obicei dominante o mutație care pare dominantă, dar blochează activitatea unei gene, provocând o pierdere a funcției fenotipului chiar și în prezența unei copii normale a genei Acest fenomen apare atunci când produsul genei mutante interferează cu funcția produsului genic normal și suprimă expresia fenotipică a unei alte mutații, astfel încât mutantul dublu pare normal O mutație supresoare intragenică este localizată în gena care poartă prima mutație; o mutație supresoare extragenă este localizată într-o a doua genă, de obicei una al cărei produs interacționează direct cu produsul primei DOUĂ GENE SAU UNA? Dacă există două mutații care au ca rezultat același fenotip, cum vă puteți da seama dacă sunt mutații ale aceleiași gene? Dacă mutațiile sunt recesive (și de obicei sunt), atunci răspunsul poate fi dat folosind În cea mai simplă versiune a testului de completare, un individ homozigot pentru o mutație este încrucișat cu un individ homozigot pentru alta Fenotipul descendenților oferă răspunsul la întrebarea pusă COMPLEMENTAREA MUTAȚII ÎN DOUĂ GENE DIFERITE FĂRĂ COMPLEMENTARE DOUĂ MUTAȚII INDEPENDENTE ÎN ACEEAȘI GENĂ mamă mutantă homozigotă tată mutant homozigot mamă mutantă homozigotă tată mutant homozigot descendenții hibrizi au un fenotip normal: este prezentă o copie normală a fiecărei gene descendenții hibridi au un fenotip mutant: copiile normale ale genei mutante sunt absente Partea a III-a Metode Astăzi, cu multe secvențe genomice disponibile, studiul funcției unei gene începe adesea cu o secvență ADN În acest caz, sarcina este de a traduce secvența într-o funcție Am descris o abordare mai devreme în acest capitol Constă în căutarea în baze de date pentru proteine bine caracterizate care au secvențe de aminoacizi similare cu produsul noii gene Pentru a studia în continuare funcția genei, sunt utilizate metodele descrise în secțiunea anterioară Dar pentru a determina direct funcția unei gene într-o celulă sau organism, cea mai eficientă abordare este studierea mutanților cărora le lipsește această genă sau exprimă o versiune modificată a acesteia Înțelegerea procesului celular a fost perturbat la astfel de mutanți, de obicei, aruncă lumină asupra rolului biologic al genei În această secțiune, descriem mai multe abordări pentru a determina funcția unei gene, începând cu o secvență de ADN sau un organism cu un fenotip interesant Ne uităm mai întâi la abordarea genetică clasică, care începe cu screeningul genetic pentru a găsi mutanți interesanți Acesta este urmat de procesul de identificare a genei sau genelor responsabile pentru fenotipul observat Descriem apoi un set de tehnici denumite colectiv genetică inversă ("de la genă la trăsătură"), în care cercetarea pentru a determina funcția începe cu o genă sau secvență de genă Această abordare implică adesea unele presupuneri rezonabile în ceea ce privește găsirea secvențelor omoloage și determinarea când și unde este exprimată o genă, precum și crearea de organisme mutante și descrierea fenotipului acestora Genetica clasică începe cu perturbarea unui proces celular prin mutageneză aleatorie Înainte de era clonării genelor, majoritatea genelor erau identificate prin anomalii cauzate de mutația genelor Această abordare genetică clasică - identificarea genelor responsabile pentru fenotipurile mutante - este cel mai ușor implementată în cazul organismelor cu reproducere rapidă și ușor manipulate, cum ar fi bacteriile, drojdia, viermii rotunzi și muștele de fructe Deși mutațiile spontane pot fi uneori detectate atunci când se studiază populații foarte mari de mii sau zeci de mii de indivizi, izolarea unui singur individ mutant este mai eficientă dacă mutațiile sunt vizate cu substanțe chimice sau radiații care dăunează ADN-ului Prin expunerea organismelor la aceste tipuri de mutageni, mulți mutanți pot fi creați foarte repede și apoi se poate căuta un defect specific de interes printre ei, așa cum vom discuta în curând O alternativă la mutageneza chimică sau la radiații este mutageneza de inserție (mutageneză prin microinjecție) Această metodă se bazează pe faptul că ADN-ul exogen, atunci când este introdus accidental în genom, poate duce la mutații dacă fragmentul introdus perturbă gena sau secvențele sale reglatoare ADN-ul introdus, a cărui secvență este cunoscută, servește ca un marker molecular care facilitează identificarea și clonarea ulterioară a genei perturbate (Fig ) În cazul Drosophila, utilizarea transpozonului P pentru a inactiva genele a revoluționat studiul funcției genei muștei fructelor Elementele genetice transpozabile (vezi Tabelul , p ) sunt, de asemenea, folosite pentru a crea mutații în bacterii, drojdie, șoareci și planta cu flori Arabidopsis Studiul expresiei genelor și al funcției Orez Un mutant de inserție al snapdragon, Antirrhinum O mutație într-o singură genă care codifică o proteină reglatoare duce la formarea de lăstari de foioase în loc de flori Mutația permite celulelor să dobândească proprietăți care sunt mai potrivite pentru o altă parte a plantei normale Planta mutantă este afișată în stânga, tipul sălbatic în dreapta (Cu amabilitatea lui Englico Coen și Rosemary Carpenter ) Acest tip de cercetare genetică clasică este foarte potrivit pentru a distruge procesele biologice în organismele experimentale, dar cum se poate studia funcționarea genelor la oameni? Spre deosebire de organismele care sunt ușor de manipulat genetic, oamenii se reproduc lent și nu ar trebui să fie expuși în mod deliberat la agenți mutageni Mai mult, orice persoană cu un defect grav într-un proces important, cum ar fi replicarea ADN-ului, va muri cu mult înainte de naștere Există două moduri principale de a studia genele umane În primul rând, deoarece genele și funcțiile lor au fost conservate de-a lungul evoluției, studiul organismelor model mai puțin complexe oferă informații critice despre gene și procese similare la oameni Genele umane corespunzătoare pot fi apoi studiate în celule umane cultivate În al doilea rând, multe mutații neletale, cum ar fi defecte specifice țesutului în lizozomi sau receptori de suprafață celulară, au apărut spontan în populația umană Analiza fenotipurilor persoanelor cu acest tip de tulburări, împreună cu studiul celulelor lor în cultură, a oferit o mulțime de informații despre funcțiile importante ale celulelor umane Deși rare, aceste mutații sunt ușor de găsit datorită unei proprietăți unice a oamenilor: indivizii mutanți atrag atenția, necesitând îngrijiri medicale speciale Partea a III-a Metode Screeningul genetic permite identificarea mutanților cu anomalii specifice Odată ce o colecție de mutanți ai unui organism model, cum ar fi drojdia sau muștele, a fost stabilită, mii de indivizi sunt de obicei obligați să descopere fenotipul modificat de interes O astfel de căutare se numește screening genetic și, cu cât genomul este mai mare, cu atât este mai puțin probabil ca o anumită genă să poarte o mutație Astfel, cu cât genomul unui organism este mai mare, cu atât screening-ul devine mai dificil Fenotipul căutat prin screening poate fi simplu sau complex Fenotipurile simple sunt ușor de detectat: de exemplu, un număr mare de organisme pot fi testate rapid pentru mutații care fac imposibilă supraviețuirea unui organism în absența unui anumit aminoacid sau nutrient Fenotipurile mai complexe, cum ar fi dificultățile de comportament sau de învățare, pot necesita screening care necesită mai mult timp (Figura ) Însă metodele de screening genetic, aplicate chiar și analizei sistemelor fiziologice complexe, ar trebui să fie cât mai simple și, dacă este posibil, să permită studiul simultan al unui număr mare de mutanți De exemplu, a fost dezvoltată o metodă de screening foarte elegantă pentru a căuta gene implicate în procesarea informațiilor vizuale la peștele-zebra În centrul acestui screening, care monitorizează răspunsul peștilor la mișcare, este schimbarea comportamentului Peștii de tip sălbatic înoată în direcția mișcării percepute, în timp ce mutanții cu sisteme de procesare vizuală afectate înoată în direcții aleatorii - acest comportament este ușor de identificat Unul dintre mutanții găsiți în acest screening este lakritz, căruia îi lipsesc % din celulele ganglionare retiniene care ajută la transmiterea semnalelor vizuale de la ochi către creier Deoarece organizarea celulară a retinei peștelui zebra este similară cu cea a tuturor vertebratelor, studiul unor astfel de mutanți ar trebui să contribuie la înțelegerea principiilor procesării informațiilor vizuale la oameni Eu mm Orez Detectarea unui fenotip comportamental prin screening genetic, a) C elegans de tip sălbatic se hrănesc în grupuri Viermii migrează până când își întâlnesc vecinii, cu care încep să mănânce bacterii, b) Animalele mutante se hrănesc cu ele însele (Fotografii prin amabilitatea Corneliei Bargmann, Cell : cover, Prin amabilitatea lui Elsevier ) Studiul expresiei genelor și al funcției Deoarece defectele genelor esențiale pentru procesele celulare fundamentale, cum ar fi sinteza și procesarea ARN sau reglarea ciclului celular, sunt adesea letale, funcțiile acestor gene sunt de obicei studiate la indivizi cu mutații condiționate Indivizii mutanți funcționează normal atâta timp cât sunt în condiții "permisive" (din engleză, permisiv - permisiv) Dar de îndată ce sunt expuși la condiții "restrictive" (din engleză, restrictive - restrictive), apare o defecțiune a genei De exemplu, în organismele cu mutații sensibile la temperatură, manifestarea tulburării poate fi activată și oprită prin simpla schimbare a temperaturii; astfel, o celulă care conține o mutație sensibilă la temperatură într-o genă necesară supraviețuirii va muri la o temperatură restrictivă, dar se va reproduce normal la una permisivă ( ) sensibil la temperatură gena la un astfel de individ conține de obicei o mutație punctuală care provoacă o ușoară modificare a produsului său proteic prolifera celule mutante celulele tratate cu mutagen proliferează colonii și formează colonii imprimat pe două vase identice și incubat la două temperaturi diferite și formează colonii la temperatură permisivă celulele mutante nu pot prolifera și forma colonii la temperaturi restrictive Orez Screening pentru bacterii sensibile la temperatură sau mutanți de drojdie Celulele tratate cu mutagen cresc la temperatură permisivă Se împart și formează colonii, care sunt imprimate pe două plăci Petri identice Una dintre aceste plăci este incubată la temperatură permisivă, cealaltă la temperatură restrictivă Celulele care conțin o mutație sensibilă la temperatură într-o genă necesară pentru proliferare se pot diviza la o temperatură normală, permisivă, dar nu la o temperatură restrictivă (în acest caz, ridicată) Multe mutații sensibile la temperatură au fost găsite în genele bacteriene care codifică proteinele necesare pentru replicarea ADN-ului Mutanții au fost descoperiți atunci când populațiile bacteriene expuse la mutagen au fost testate pentru celule care au încetat să mai sintetizeze ADN atunci când sunt încălzite de la ° C la ° C Acești mutanți au fost ulterior utilizați pentru a identifica și caracteriza proteinele corespunzătoare de replicare a ADN-ului (vezi Capitolul ) În mod similar, screening-ul pentru mutațiile sensibile la temperatură a condus la identificarea multor proteine implicate în reglarea ciclului celular, precum și a multor proteine responsabile de mișcarea peptidelor prin calea secretorie a drojdiei (vezi Anexa ) Abordările de screening înrudite au făcut posibilă determinarea funcțiilor enzimelor implicate în principalele căi metabolice ale bacteriilor și drojdiei (această problemă este discutată în capitolul ), precum și identificarea produselor genetice responsabile pentru dezvoltarea corectă a embrionilor de Drosophila (vezi Capitolul ) Partea a III-a Metode Mutațiile genelor sunt împărțite în două clase: mutații cu pierdere a funcției și mutații cu câștig de funcție Mutațiile cu pierderea funcției fac ca produsul genetic fie să nu funcționeze, fie să funcționeze prea slab; astfel încât să puteți înțelege ce funcție îndeplinește o genă normală Mutațiile de câștig-de-funcție fac ca produsul genetic fie să fie prea activ, fie să funcționeze la momentul și locul nepotrivit, fie să funcționeze diferit ( ) Genul mai sălbatic mutație cu pierdere a funcției mutație câștig-de-funcție mutaţie cu pierderea condiționată a funcției C C trunchiere cu mutații punctiforme Orez , Mutații genetice care afectează produsele proteice în moduri diferite În acest exemplu, proteina de tip sălbatic are o funcție specifică în celulă, indicată de raze roșii Sunt arătate mutații care dezactivează, îmbunătățesc sau schimbă funcția odată cu creșterea temperaturii O proteină cu o mutație condiționată sensibilă la temperatură poartă o substituție de aminoacizi (roșu) care o împiedică să se plieze corect la °C, dar îi permite să se plieze și să funcționeze normal la °C Astfel de mutații condiționate sunt utile în special pentru studiul genelor vitale; pentru a studia funcționarea unei gene, un organism poate fi crescut în condiții permisive și apoi transferat în condiții restrictive În etapele inițiale ale analizei genetice a oricărei celule sau organism mutant, este important să știm dacă mutația provoacă pierderea sau câștigul funcției Testul standard este de a determina dacă mutația este dominantă sau recesivă O mutație dominantă determină formarea unui fenotip mutant chiar și în prezența unei copii normale a genei O mutație recesivă nu este capabilă să provoace formarea unui fenotip mutant în prezența unei singure copii a genei de tip sălbatic Deși au fost descrise cazuri în care o mutație cu pierdere a funcției a fost dominantă și o mutație cu câștig de funcție a fost recesivă, în majoritatea cazurilor mutațiile recesive au ca rezultat pierderea funcției și mutații dominante în câștig Determinarea dacă o mutație este recesivă sau dominantă este ușor Trebuie doar să încrucișați un mutant cu un tip sălbatic și să obțineți celule sau organisme diploide Descendența rezultată va fi heterozigotă pentru mutație Dacă fenotipul mutant nu se găsește la descendenți, se poate concluziona că mutația este recesivă și cel mai probabil va duce la pierderea funcției Screeningul genetic la scară largă poate produce multe mutații diferite care apar în același fenotip Aceste defecte pot fi localizate în gene diferite care operează în același proces sau pot fi mutații diferite ale aceleiași gene Se numesc forme alternative ale genei Studiul expresiei genelor și al funcției alele Cea mai comună diferență între alele este o substituție cu o singură pereche de baze, dar diferite alele pot avea și diviziuni, substituții sau dublări Atunci cum se poate ști dacă două mutații care dau același fenotip sunt localizate în aceeași genă sau în gene diferite? Dacă mutațiile sunt recesive, cum ar fi pierderea funcției unei anumite gene, se poate face un test de completare pentru a determina dacă mutațiile sunt în gene identice sau diferite Pentru a testa complementarea într-un organism diploid, un individ homozigot pentru o mutație, având două alele identice ale genei mutante, este încrucișat cu un individ homozigot pentru a doua mutație Dacă ambele mutații sunt localizate în aceeași genă, atunci descendenții vor avea fenotipul mutant deoarece nu vor avea copii normale ale acelei gene (vezi Anexa ) Dacă, dimpotrivă, mutațiile se află în gene diferite, atunci descendența rezultată va fi de fenotip normal, deoarece va purta o copie normală (și un mutant) a fiecărei gene Astfel, mutațiile se completează reciproc și restabilesc fenotipul normal Un test de mutanți detectați în timpul screening-ului genetic pentru complementare a arătat, de exemplu, că drojdia are nevoie de gene pentru a digera zahărul galactoză, E coli are nevoie de de gene pentru a forma cili funcționali, de gene sunt implicate în asamblarea particulelor virale ale bacteriofagului T și sute de gene sunt necesare pentru dezvoltarea dintr-un ouă fertilizat de un viermi rotund adult Ordinea genelor în calea metabolică poate fi determinată folosind epistasis De obicei, următorul pas după identificarea unui set de gene implicate într-un anumit proces biologic este determinarea ordinii în care funcționează aceste gene Ordinea genelor este cel mai ușor explicată în termeni de căi metabolice, unde, de exemplu, enzima A este necesară pentru a sintetiza un substrat pentru enzima B În acest caz, se poate spune că în calea metabolică, gena care codifică enzima A funcționează înaintea genei care codifică enzima B În mod similar, dacă o proteină reglează activitatea alteia, spunem că prima genă funcționează înaintea celei de-a doua Ordinea genelor poate fi determinată în multe cazuri pur și simplu prin analiză genetică fără nicio cunoaștere a mecanismului de acțiune a produselor genetice Să presupunem că avem un proces de biosinteză constând din pași succesivi, cu pasul B care are loc numai după ce a fost finalizat pasul A Să presupunem, de asemenea, că pasul A necesită gena A, iar pasul B are nevoie de gena B Apoi o mutație nulă (mutația , dezactivând funcția ) în gena A va opri procesul în stadiul A, indiferent dacă gena B funcționează sau nu Pe de altă parte, o mutație nulă a genei B va determina oprirea B numai atunci când gena A este încă activă În acest caz, se spune că gena A este epistatică în raport cu gena B Compararea fenotipurilor diferitelor combinații de mutații face posibilă determinarea ordinii în care funcționează genele Această analiză se numește epistasis Folosind epistasis, a fost analizată calea de secreție a proteinelor în drojdie Diverse mutații în această cale duc la o acumulare anormală de proteine în reticulul endoplasmatic (ER) sau în aparatul Golgi Când este creată o celulă de drojdie care poartă o mutație care blochează procesarea proteinelor în ER și o mutație care blochează procesarea în aparatul Golgi, proteinele se acumulează în ER Acest lucru indică faptul că, înainte de secreție, proteinele trebuie Partea a III-a Metode mutant secretor celular normal mutant secretor proteina este secretata proteine se acumulează în ER proteinele se acumulează în aparatul Golgi proteine se acumulează în ER Orez , Utilizarea geneticii pentru a determina modul în care funcționează genele În celulele normale, proteinele secretate sunt scufundate în vezicule care fuzionează cu membrana plasmatică și eliberează conținutul lor în mediul extern Doi mutanți, A și B, nu sunt capabili să secrete proteine În mutantul A, proteinele secretoare se acumulează în ER, în mutantul B, proteinele secretoare se acumulează în aparatul Golgi, iar în dublu mutant AB, proteinele se acumulează în ER Acest lucru sugerează că în calea secretorie, gena defectuoasă a mutantului A funcționează înaintea genei defectuoase a mutantului B trec prin ER înainte de a fi trimise la aparatul Golgi ( ) Strict vorbind, epistasis poate oferi informații despre ordinea genelor în calea metabolică numai dacă ambele mutații sunt alele nule Când mutațiile își restabilesc parțial funcția, relațiile lor epistatice sunt greu de interpretat Ocazional, un dublu mutant poate prezenta un fenotip nou sau mai deteriorat decât oricare dintre mutanții unici Acest tip de interacțiune genetică se numește fenotip sintetic, iar dacă fenotipul duce la moartea organismului, atunci se numește o parte sintetică În cele mai multe cazuri, fenotipul sintetic indică faptul că cele două gene operează în două căi paralele diferite, fiecare capabilă să medieze același proces celular Astfel, atunci când ambele căi sunt modificate într-un dublu mutant, procesul este complet perturbat și se observă un fenotip sintetic Următorul pas după obținerea organismelor mutante în screening-ul genetic este identificarea genei sau genelor responsabile pentru fenotipul modificat Odată ce fenotipul a fost creat prin mutageneză inserțională, determinarea poziției genei perturbate este destul de simplă Fragmentele de ADN care conțin o inserție (de exemplu, un transpozon sau un retrovirus) sunt izolate, amplificate prin PCR și secvența de nucleotide a ADN-ului de flancare este descifrată Bazele de date genomice pot fi apoi căutate pentru cadre de citire deschise care conțin această secvență de flancare Dacă o substanță chimică care dăunează ADN-ului este folosită pentru a crea mutații, sarcina de a identifica gena inactivată este mai dificilă, dar poate fi rezolvată în mai multe moduri Într-una dintre ele, primul pas este determinarea experimentală a locației genei în genom Pentru cartografierea noilor Studiul expresiei genelor și al funcției Gena este mai întâi evaluată cât de departe se află de genele cunoscute Acest lucru dă poziția sa aproximativă pe cromozom Estimarea distanței dintre loci genei se face de obicei prin analiza grupurilor de legătură Această metodă se bazează pe faptul că genele care sunt apropiate de cromozom tind să fie moștenite împreună Cu toate acestea, chiar și genele adiacente pot fi separate în timpul recombinării în meioză Cu cât distanța dintre locii genelor este mai mare, cu atât este mai mare probabilitatea ca aceștia să fie separați în timpul încrucișării (a se vedea apendicele ) Calcularea frecvenței recombinării dintre două gene oferă o distanță aproximativă între ele Dacă poziția în genomul unei gene este cunoscută, atunci poziția alteia poate fi estimată Deoarece genele nu sunt întotdeauna localizate suficient de aproape una de cealaltă pentru a le identifica locația, markerii fizici de-a lungul genomului sunt adesea folosiți pentru a estima poziția unei gene necunoscute în analiza legăturii Acești markeri sunt de obicei regiuni scurte de nucleotide cu secvențe cunoscute și localizare în genom, existenți în cel puțin două forme alele Cei mai simpli markeri sunt polimorfismele cu un singur nucleotide (Șingle-Nucleotide Polymorphism, SPN', în argou științific rus sunt uneori numite "snip"), secvențe scurte care diferă la indivizii unei populații printr-o pereche de nucleotide SNP-urile pot fi detectate folosind metode de hibridizare Pentru diferite organisme, au fost găsiți mulți astfel de markeri fizici, distribuiți pe toată lungimea cromozomilor Dacă acești markeri sunt împachetati dens, analiza grupurilor de legătură, care vizează găsirea moștenirii comune a unuia sau mai multor SNP cu un fenotip mutant, reduce localizarea potențială a genei într-o regiune a cromozomului care conține doar câteva secvențe de gene Structura și funcția acestor gene sunt apoi examinate direct și care dintre ele este responsabil pentru fenotipul mutant original este determinat Genetica umană are sarcini și oportunități speciale În ciuda faptului că experimentele genetice pe oameni sunt considerate neetice și interzise de lege, oamenii suferă de un număr mare de boli genetice Analiza grupurilor de legătură descrisă mai sus poate fi utilizată pentru a identifica genele responsabile pentru astfel de stări ereditare Acest tip de cercetare necesită mostre de ADN de la un număr mare de familii care suferă de aceeași boală ereditară Aceste probe sunt examinate pentru prezența markerilor fizici, cum ar fi SNP-urile, care pot fi strâns legate de gena bolii, adică moștenite de toate persoanele afectate, dar nu de rudele lor sănătoase Gena bolii este apoi localizată așa cum este descris mai sus (Figura ) De exemplu, genele pentru fibroza chistică și boala Huntington sunt descoperite în acest fel Rețineți că ovulul sau spermatozoidul vor trece de la părinte la copil doar unul din perechea de cromozomi Genele umane sunt moștenite în blocuri de haplotip, ceea ce ajută la căutarea mutațiilor care cauzează boli Cu secvența completă a genomului uman, acum putem studia genetica umană în moduri care nu erau posibile cu doar câțiva ani în urmă De exemplu, putem începe să identificăm diferențele de ADN care fac Partea a III-a Metode o pereche de cromozomi ai unei mame bolnave aceeași pereche de cromozomi ai tatălui sănătos o genă defectuoasă care provoacă o boală Marker SNP găsit doar în acea copie a unui cromozom ANALIZA SE REALIZA LA COPII gena care provoacă boala este moștenită de la mama afectată împreună cu markerul SNP cu o probabilitate de % Dacă aceeași corelație este observată în alte familii studiate, gena care provoacă boala este mapată pe acel cromozom din apropierea SNP Rețineți că un SNP situat pe un cromozom diferit, sau pe același cromozom, dar departe de genă, va fi moștenit legat doar în % din cazuri Orez , Analiza grupurilor de legătură folosind markeri ADN fizici pentru a găsi gena la om Este prezentată moștenirea legată a unui fenotip uman specific (aici, o boală genetică) cu markerul SNP Dacă persoanele care moștenesc boala, de asemenea, moștenesc aproape întotdeauna markerul SNP, atunci gena care provoacă boala și SNP-ul probabil să fie localizate îndeaproape pe cromozom, așa cum se arată în figură Sute de oameni trebuie testați pentru a dovedi validitatea statistică a legăturii observate Rețineți că legătura va fi absolută numai dacă markerul SNP este localizat în gena însăși Astfel, SNP va fi uneori separat de gena bolii prin trecerea în meioză în timpul formării ovulelor sau spermatozoizilor: acest caz este prezentat în perechea cea mai dreaptă de cromozomi Când se lucrează cu un genom secvențial, procedura va fi repetată cu SNP-uri situate pe ambele părți ale SNP-ului original până când este găsită moștenirea legată absolută o persoană este diferită de alta Nu există două persoane (cu excepția gemenilor identici) să aibă același genom Fiecare dintre noi poartă un set de dimorfisme - diferențe în secvența de nucleotide - care ne fac unici Aceste polimorfisme pot fi folosite ca markeri pentru generarea de hărți genetice și efectuarea de analize genetice pentru a corela anumite polimorfisme cu boli specifice sau susceptibilitatea la acestea Problema este că secvențele de nucleotide a două persoane diferă de obicei cu , % (aproximativ o diferență la bp) Acest lucru dă milioane de diferențe între doi oameni Teoretic, pentru a identifica unul sau două astfel de polimorfisme responsabile de o boală ereditară sau Studiul expresiei genelor și al funcției predispoziție la aceasta, este necesar să vizualizați milioane de polimorfisme Pentru a reduce cantitatea de muncă, cercetătorii folosesc recenta descoperire că genele umane sunt moștenite în blocuri Specia umană este relativ tânără și se crede că descindem dintr-o populație relativ mică de oameni care au trăit în Africa acum de ani Din moment ce ne aflăm la doar câteva sute de generații distanță de această populație ancestrală, mari porțiuni de cromozomi umani au trecut de la părinte la copil neatinse de recombinarea care are loc în meioză De fapt, vedem că anumite seturi de alele (inclusiv SNP) sunt moștenite în cromozomi în blocuri mari Regiunile ancestrale ale cromozomilor - seturi de alele moștenite din generație în generație în grupuri cu modificări genetice minore - se numesc blocuri haplotip La fel ca genele, SNP-urile și alți markeri genetici care există în diferite forme alelice, blocurile haplotip au, de asemenea, doar câteva soiuri care sunt comune populației umane, fiecare dintre acestea fiind o combinație de alele moștenite de la un strămoș comun cu multe sute de ani în urmă Cercetătorii creează acum o hartă a genomului uman pe baza acestor blocuri de haplotip, numite hărți de haplotip (haplotype hapmap) Geneticienii speră că harta haplotipului uman va face căutarea genelor cauzatoare de boli și de susceptibilitate mai ușor de realizat În loc să căutăm prin toate milioanele de SNP-uri din populația umană, acum este suficient să ne uităm la un set mult mai mic de SNP-uri selectate pentru a identifica blocul haplotip moștenit de persoanele care suferă de o boală ereditară (Aceste studii necesită încă mostre de ADN de la un număr mare de oameni, iar căutările SNP sunt acum efectuate de rutină folosind metode robotizate ) Dacă un anumit bloc haploid este mai frecvent la persoanele bolnave decât la persoanele sănătoase, atunci mutația asociată bolii este localizată în aceeași regiune ADN (Fig ) Apoi, pentru a căuta o genă asociată cu o boală, cercetătorii se pot concentra pe o anumită regiune din bloc O astfel de abordare ar trebui, în principiu, să permită analiza geneticii unor astfel de boli comune în care mai multe gene provoacă susceptibilitate O examinare detaliată a blocurilor haplotipurilor ne poate indica chiar și către alelele favorizate de selecția naturală De regulă, atunci când apare o nouă alele a unei gene care nu contribuie la selecția unui individ, este nevoie de mult timp pentru ca această alele să se răspândească în populație Cu cât alela este mai comună și, în consecință, mai veche, cu atât blocul haplotip care o înconjoară ar trebui să fie mai mic, deoarece de la o generație la alta probabilitatea separării acesteia de variațiile învecinate prin recombinare în timpul meiozei a devenit din ce în ce mai mare O nouă alelă se poate răspândi rapid într-o populație numai dacă oferă organismului un avantaj semnificativ De exemplu, mutațiile sau variațiile care fac un organism mai rezistent la infecții pot fi selectate deoarece astfel de organisme au mai multe șanse să supraviețuiască și să transmită mutația descendenților lor Lucrând cu hărți haplotip ale genelor individuale, cercetătorii au descoperit o selecție probabilă a două astfel de gene umane responsabile de rezistența la malarie Aceste alele care reduc sensibilitatea la boli sunt distribuite pe scară largă în populație, dar sunt localizate în blocuri haplotip neobișnuit de mari Acest lucru indică faptul că au apărut recent în fondul genetic uman (Fig ) Partea a III-a Metode I - / parte a genomului uman ( bp) - ! I -gena - | gena | de SNP (roșu) care fac această persoană diferită de majoritatea celorlalți oameni MUTATIA IN GENA PROVOCA O NOUA BOALA GENETICA ""IIIIIIIIIIIIІІІІІІІІІІSHІІІІІІІІSHIN"! Strămoș L! cu un nou BOALA GENETICĂ mutaţie - de SNP contigue la fel ca strămoșul ÎNcrucișarea cromozomilor Peste de GENERAȚII (- DE ANI) aceste SNP-uri (albastre) sunt diferite, moștenite de la cromozomii soților bloc haplotip UN DESCENDENT MODERN CU O BOLĂ GENETICĂ CONCLUZIE: O MUTATIE IN GENA A PROVOCAT ACEASTA BOALA Orez , Urmărirea moștenirii SNP-urilor într-un bloc de haplotip pentru a localiza gena care provoacă boala Un strămoș care dobândește o mutație care provoacă boli în gena o va transmite descendenților lor O parte a acestei gene este situată în blocul haplotipului (umbrire roșie) - un grup de variații (aproximativ de SNP), care a fost moștenit continuu de la strămoș De-a lungul celor de generații care au separat un strămoș de descendenții moderni purtători de boli, SNP-urile localizate în cea mai mare parte a secvenței ancestrale de kbp din genomul descendent au fost amestecate prin recombinare meiotică (albastru) (Rețineți că suprapunerea de petice galbene și roșii apare portocalie, iar suprapunerea de petice galbene și albastre apare verde ) Cu toate acestea, cele de SNP-uri din blocul haplotip au fost moștenite împreună, deoarece nu s-au încrucișat niciodată Pentru a localiza gena care provoacă boala, este necesar să se analizeze distribuția SNP-urilor la persoanele bolnave Un individ care suferă de această boală ereditară va păstra distribuția ancestrală a SNP-urilor situate în blocul haplotip prezentat Ca rezultat, se va demonstra că mutația care provoacă boala se află în blocul haplotipului, adică în gena Frumusețea utilizării hărților de haplotip pentru acest tip de analiză este că doar o fracțiune din toate SNP-urile trebuie examinate : pentru a localiza gena, este necesar să se caute între aproximativ % din cele milioane de SNP-uri utile din genomul uman Dezvăluind căile pe care au evoluat oamenii, hărțile haplotip oferă o privire în trecutul nostru; ajutându-ne să descoperim genele care ne fac susceptibili sau rezistenți la boli, hărțile ne pot oferi și indicații aproximative despre viitorul nostru Un pianist profesionist poate avea o mătușă care cântă la vioară Într-o altă familie, toți părinții și copiii pot fi grasi În a treia familie, bunica poate fi alcoolică, iar nepotul ei poate fi consumator de droguri În ce măsură aceste caracteristici - capacitatea muzicală, obezitatea și dependența - sunt moștenite genetic? La această întrebare este foarte greu de răspuns Câteva semne Studiul expresiei genelor și al funcției a) dimensiunea blocului haplotip care înconjoară alela tipică """ "DA : IÎM : "în OІІOІOІІOІOІOІOOІOIOOOІІОІІІ III I IIIIOIOIDIOOIOIIO individul C ІІІОШІІООООІОІІІОІІІІ III tniioioooioooiooi eu I haplotip blochează SNP-urile individuale b) un bloc haplotip excepțional de mare care înconjoară o alela specială a genei individual opіoіі pc іiiiі piіtimiiiiiiioioiooo individual Y І І І IIII llllIII II individual? І ІІІl II IIIIlillll|||: II Eu Eu bloc haplotip Orez Identificarea alelelor selectate într-o perioadă relativ recentă a istoriei umane, în funcție de blocurile de haplotip neobișnuit de mari în care sunt localizate În această schemă, SNP-urile sunt afișate ca benzi verticale care sunt colorate în alb sau negru, în funcție de secvența lor de ADN Blocurile de haplotip sunt afișate în roșu, genele în galben și restul cromozomului în albastru Aceste date sugerează că această alela genei este relativ recentă în istoria umanității sau bolile sunt caracteristice anumitor familii, dar apar doar la unele rude sau fără o logică evidentă Caracteristicile care nu urmează principii simple (uneori numite mendeliane) de moștenire, dar au o componentă ereditară, se numesc trăsături complexe Aceste trăsături sunt adesea poligenice, ceea ce înseamnă că sunt influențate de mai multe gene, fiecare dintre acestea contribuind la fenotipul rezultat Influența acestor gene este aditivă, împreună aceste gene creează un spectru continuu de caracteristici variate ale populației Transmiterea către descendenți a genelor individuale care contribuie la o trăsătură poligenică este ușor de urmărit, dar deoarece toate afectează fenotipul, principiile pentru formarea trăsăturilor ereditare sunt adesea foarte complexe Un exemplu simplu de trăsătură poligenică este culoarea ochilor, care este determinată de enzimele care controlează sinteza și distribuția pigmentului de melanină: cu cât se sintetizează mai multă melanină, cu atât culoarea ochilor este mai închisă Deoarece multe gene sunt implicate în formarea melaninei, culoarea ochilor la oameni variază foarte mult: de la gri pal la maro ciocolat Partea a III-a Metode Deși bolile cauzate de mutațiile unei singure gene (de exemplu, anemia secerată și hemofilia) au fost printre primele fenotipuri moștenite umane descoperite, doar o mică proporție de trăsături sunt determinate de o singură genă Cele mai evidente fenotipuri umane - de la înălțime, greutate, culoarea ochilor și a părului până la inteligență, temperament, sociabilitate și simțul umorului - sunt produsul interacțiunii multor gene Acum este sigur să spunem că predispoziția la cele mai frecvente boli umane precum diabetul, bolile de inimă, hipertensiunea arterială, alergiile, astmul și diferitele tulburări mintale, inclusiv depresia majoră și schizofrenia, este, de asemenea, determinată de mai multe gene Cercetătorii caută noi abordări, inclusiv utilizarea hărților haplotipului discutate mai sus, pentru a înțelege interacțiunile complexe dintre gene care lucrează împreună pentru a crea multe trăsături "pur umane" Genetica inversă începe cu o genă cunoscută și determină procesul celular în care trebuie să funcționeze După cum se arată mai sus, genetica clasică începe cu un fenotip mutant (sau, în cazul oamenilor, un set de trăsături) și identifică mutațiile (și apoi genele) responsabile pentru acesta Tehnicile de ADN recombinant combinate cu secvențierea genomului au făcut posibil un alt tip de abordare genetică În loc să înceapă cu un organism mutant și să îl folosească pentru a găsi o genă și o proteină, un cercetător poate începe cu o anumită genă și o poate muta, creând celule sau organisme mutante pentru a analiza funcția genei Deoarece această abordare se deplasează înapoi de la cercetarea genetică tradițională, trecând de la genă la mutație, mai degrabă decât invers, este adesea denumită genetică inversă Genetica inversă începe cu o genă clonată, izolată dintr-o celulă a unei proteine cu proprietăți interesante, sau pur și simplu cu o secvență genomică Dacă punctul de plecare este o proteină, se identifică mai întâi gena care o codifică și, dacă este necesar, se determină secvența sa de nucleotide Secvența genei poate fi apoi modificată in vitro pentru a crea o versiune mutantă O astfel de genă mutantă proiectată, împreună cu o regiune de reglare adecvată, este transferată într-o celulă unde se poate integra într-un cromozom, devenind o parte permanentă a genomului Toți descendenții celulei modificate vor conține gena mutantă Dacă celula originală folosită pentru a transfera gena a fost un ou fecundat, atunci se poate obține un întreg organism multicelular care conține gena mutantă, cu condiția ca mutația să nu fie letală La unele dintre aceste animale, gena modificată este inserată în progenitorii gameți, permițând ca gena mutantă să fie transmisă descendenților Această abordare se numește mutație generativă Genele pot fi construite în mai multe moduri Am văzut că absența unei anumite gene într-un organism mutant poate indica rapid funcția proteinei codificate de acea genă Prin urmare, knockout-ul genei, în care ambele copii ale unei gene dintr-un organism diploid sunt inactivate sau șterse, este un tip de mutație deosebit de util Cu toate acestea, există încă o mare varietate de moduri prin care experimentatorii pot rearanja genele De exemplu, Studiul expresiei genelor și al funcției Orez , Exprimarea greșită ectopică a Wnt, o proteină de semnalizare care influențează formarea axei corpului la embrionii timpurii de Xenopus În acest experiment, ARNm care codifică Wnt a fost introdus în blastomerul vegetativ ventral, rezultând în formarea unei a doua axe corporale (vezi capitolul ) (Din S Sokol și colab , Cell : - , Cu amabilitatea lui Elsevier ) Prin schimbarea regiunii de reglare a genei înainte de a o introduce în genom, este posibil să se creeze un organism mutant în care produsul genic va fi sintetizat în cantități anormal de mari, într-un alt țesut sau la o perioadă greșită de dezvoltare ( ) De- prin plasarea genei sub controlul promotorului inductibil, o puteți porni și opri în orice moment, observând efectele pe care le provoacă inducerea- promotorii mei care lucrează doar într-o anumită perioadă țesuturile pot fi folosite pentru a studia efectul activării (sau inactivării) genelor numai în acel țesut În cele din urmă, mutațiile negative dominante sunt adesea utilizat în cazul organismelor pentru care introducerea unei noi gene modificate în genom este mai ușoară decât înlocuirea celor existente Abordarea dominant-negativă exploatează faptul că majoritatea proteinelor funcționează ca parte a complexelor mari de proteine Includerea unei singure componente nefuncționale inactivează adesea astfel de complexe Astfel, prin construirea unei gene care dă naștere la cantități mari de proteină mutantă inactivă care este capabilă să se integreze în complex, se obțin adesea celule în care complexele nu funcționează nici măcar în prezența unei proteine normale ( ) Când am discutat despre genetica clasică, am observat că dacă o proteină este necesară pentru supraviețuirea celulei (sau a organismului), atunci mutantul negativ dominant nu va fi viabil, ca urmare, funcția proteinei nu va fi determinată Pentru a evita această problemă în genetica inversă, gena mutantă poate fi legată de un promotor inductibil Acest lucru va permite sinteza unui produs defect complex de proteine normale complex de proteine mutante complex de proteine mutante și proteine normale Orez , Acțiune dominant-negativă a proteinei A fost creată o genă care codifică o proteină mutantă care împiedică copiile normale ale aceleiași proteine să își îndeplinească funcțiile În exemplul simplu dat, proteina normală devine activă numai în cadrul complexului, în timp ce proteina mutantă blochează funcția, formând un complex mixt inactiv Astfel, o singură copie a unei gene mutante oriunde în genom este capabilă să inactiveze produsele normale ale altor copii ale genei Partea a III-a Metode gena numai "la comandă", de exemplu, ca răspuns la o creștere a temperaturii sau în prezența unei anumite molecule semnal Când se studiază funcționarea unei gene și a proteinei pe care o codifică, nu este întotdeauna necesar să se facă modificări majore, cum ar fi înfundarea unei celule cu cantități uriașe de proteine sau îndepărtarea completă a produsului genetic Uneori este util să faceți mici modificări în structura unei proteine, astfel încât să puteți începe să analizați ce părți ale proteinei sunt importante pentru modul în care funcționează Activitatea unei enzime, de exemplu, poate fi examinată prin schimbarea unui singur aminoacid la locul său activ Pentru o restructurare atât de fină a genelor (și, în consecință, a produselor lor proteice), sunt necesare metode speciale Primul pas este adesea sinteza chimică a unei molecule scurte de ADN care conține porțiunea modificată dorită a secvenței de nucleotide a genei Acest ADN oligonucleotid sintetic este hibridizat la un ADN plasmid monocatenar care conţine secvenţa de modificat Condițiile de hibridizare permit împerecherea catenelor de ADN parțial complementare Oligonucleotida sintetică va deveni un primer pentru sinteza ADN-ului prin ADN polimerază Rezultatul este o dublă helix ADN care poartă o secvență modificată într-una dintre catene După transfecție, se obțin plasmide care conțin secvența genei complet modificată ADN-ul modificat este apoi introdus într-un vector de expresie pentru a sintetiza proteina rearanjată în tipul de celulă adecvat și a explora funcția sa în detaliu Această metodă de modificare a reziduurilor de aminoacizi dintr-o proteină, numită mutageneză direcționată, vă permite să determinați cu precizie care părți ale lanțului polipeptidic joacă un rol cheie în plierea proteinelor, interacțiunea lor cu alte molecule sau în cataliza enzimatică (Fig ) ) Genele modificate pot fi introduse în liniile germinale ale multor organisme Genele modificate pot fi livrate celulelor în mai multe moduri ADN-ul poate fi introdus în celulele de mamifere prin microinjecție cu o micropipetă de sticlă sau printr-un virus purtător de gene străine Genele sunt adesea introduse în celulele plantelor prin bombardarea cu particule: probele de ADN sunt aplicate pe granule mici de aur, care sunt apoi trageți literalmente dintr-un pistol special modificat, spargând peretele celular Electroporarea este metoda preferată pentru introducerea ADN-ului în bacterii și în alte celule În această abordare, o scurtă descărcare electrică face temporar membrana celulară permeabilă, permițând ADN-ului străin să intre în citoplasmă Spre deosebire de eucariotele superioare (multicelulare și diploide), bacteriile, drojdia și mucegaiul celular Dictyostelium există de obicei ca celule unice haploide La aceste organisme, o moleculă de ADN introdusă artificial care poartă o genă mutantă poate înlocui, cu o frecvență relativ mare, o singură copie a genei normale prin recombinare omoloagă; prin urmare, se obțin cu ușurință celule în care gena normală este înlocuită cu una mutantă (Fig , a) Astfel, este posibil să se creeze celule cărora le lipsește o anumită proteină sau să sintetizeze forma ei alternativă Capacitatea de a efectua substituția directă a genelor la eucariotele inferioare, combinată cu eficiența metodelor standard de analiză genetică în aceste organisme haploide, explică în mare măsură de ce studiile acestor tipuri de celule sunt atât de importante în înțelegerea mecanismelor proceselor celulare comune tuturor eucariotelor Studiul expresiei genelor și al funcției vector de clonare a plasmidei a) v gena normală inserată SEPARARE LANȚURI / primer oligonucleotidic sintetic care conține cel dorit (secvență mutantă b) TERMINAREA LANTULUI DE ADN-POLIMERAZA SI ADN-LIGAZA INTRODUCERE ÎN CELULELE CU REPLICAȚIE ULTERIOARĂ ȘI PLASMIDE DIVERSE ÎN CELULELE FIICĂ I TRANSSCRIERE ' ' EMISIE asp se sintetizează proteina normală I TRANSSCRIERE ' I TRADUCERE se sintetizează o proteină cu înlocuirea dorită a unui aminoacid Orez , Utilizarea oligonucleotidelor sintetice pentru a modifica regiunea de codificare a proteinei a unei gene prin mutageneză direcționată, a) O plasmidă recombinantă care conține o inserție de genă este împărțită în două catene de ADN Un primer oligonucleotidic sintetic, complementar unei părți a secvenței genei, dar care conține o nucleotidă modificată într-un punct specific, este adăugat la ADN-ul monocatenar în condiții care permit hibridizarea neideală (vezi Figura ) b) Primerul hibridizează cu ADN, creând o pereche de nucleotide necomplementare, c) Plasmida recombinantă este realizată dublu catenar prin sinteza ADN in vitro (începând cu un primer) și legarea ulterioară a ruperilor cu ADN ligază, d) ADN-ul dublu catenar este introdus în celulă unde se replic Replicarea folosind una dintre catene ca matriță produce o moleculă de ADN normală, dar replicarea cu cealaltă catenă (cea care conține primerul) produce o moleculă de ADN care poartă mutația dorită Doar jumătate din celulele descendenței vor conține plasmida cu gena mutantă dorită Cu toate acestea, o celulă descendentă având o genă mutantă poate fi identificată, separată de restul celulelor și cultivată pentru a obține o populație pură de celule purtând mutația Este afișată o singură modificare care poate fi creată folosind această metodă Folosind oligonucleotide cu secvenţa adecvată, se poate face mai mult de o substituţie de aminoacizi la un moment dat şi unul sau mai mulţi aminoacizi pot fi inserati sau eliminaţi Nu este prezentat în figură, dar pot fi create mutații specifice locului folosind oligonucleotide adecvate și PCR pentru a amplifica gena mutantă (în loc de plasmide replicate) Partea a III-a Metode GENA X NORMALĂ ÎNLOCUIRE GENA "FĂCUT PRAF" GENA GENE ADD eu eu eu eu doar gena mutantă este activă A) nicio genă activă II gena normală și gena mutantă sunt active A) Orez , Înlocuirea, eliminarea și adăugarea de gene Pentru a crea un organism transgenic, o genă normală poate fi modificată în mai multe moduri, a) O genă normală (verde) poate fi înlocuită complet cu copia sa mutată (roșu) Acest lucru face posibilă obținerea de informații despre activitatea genei mutante fără interferența genei normale și, prin urmare, pot fi observate efectele mutațiilor mici b) O genă normală poate fi complet inactivată, de exemplu, prin realizarea unei mari dimensiuni ștergerea în ea c) Gena mutantă poate fi pur și simplu adăugată la genom Pentru unele organisme, acesta este cel mai ușor tip de inginerie genetică de efectuat Această abordare poate oferi informații utile atunci când o genă mutantă introdusă suprimă funcționarea unei gene normale, cum ar fi o mutație negativă dominantă (vezi Figura ) De asemenea, este posibil să adăugați și să înlocuiți gene la animale și plante, dar metodologia este mai complicată în acest caz Animalele și plantele care sunt modificate genetic prin inserarea, ștergerea sau înlocuirea genelor sunt numite organisme transgenice, iar orice genă străină sau alterată se numesc transgene Ne vom concentra atenția asupra șoarecilor transgenici, deoarece s-au înregistrat progrese extraordinare în acest domeniu Dacă o moleculă de ADN care poartă o genă de șoarece mutantă este transferată într-o celulă de șoarece, de obicei se inserează în cromozom aleatoriu, dar aproximativ o dată la o mie înlocuiește una sau două copii ale genei normale prin recombinare omoloagă Profitând de aceste cazuri rare de țintire a genelor, orice genă particulară dintr-o celulă de șoarece poate fi modificată sau inactivată prin substituție directă Într-un astfel de caz special, când ambele copii ale genei de interes sunt complet inactivate sau șterse, animalele rezultate sunt numite șoareci "knockout" Metoda este după cum urmează În prima etapă, un fragment de ADN care conține o genă mutantă (sau un fragment de ADN care vizează perturbarea secvenței unei gene țintă) este introdus în vector, iar apoi în celule ES cultivate (vezi Fig ), capabile să producă celule de diverse tipuri După o perioadă de proliferare celulară, sunt izolate colonii rare de celule, în care, probabil, a avut loc recombinarea omoloagă, ducând la o înlocuire a genei Coloniile corecte sunt selectate prin PCR sau Southern blot: ele vor conține secvențe ADN recombinant în care fragmentul introdus a înlocuit parțial sau complet o copie a genei normale La a doua etapă, ES individual Studiul expresiei și funcției genelor celulele coloniei selectate sunt plasate într-o micropipetă fină și injectate într-un embrion timpuriu de șoarece Celulele ES transfectate interacționează cu celulele embrionare gazdă, rezultând un șoarece cu aspect normal; unele părți ale unor astfel de animale himerice, inclusiv, cu noroc, celulele germinale, se dezvoltă adesea din celule ES modificate (Fig ) Șoarecii cu transgena în linia germinativă sunt apoi crescuți pentru a produce o femelă și un mascul care sunt heterozigoți pentru schimbarea genei (adică poartă o copie normală și una mutantă a genei) Când acești doi șoareci sunt încrucișați, o pătrime din descendenții lor vor fi homozigoți pentru gena modificată Studiul unor astfel de homozigoți permite să se investigheze funcționarea genei modificate sau efectul inactivării genei în absența genei normale corespunzătoare Capacitatea de a crea șoareci transgenici cărora le lipsește gena normală a fost o descoperire Acum metoda este folosită pentru a determina funcțiile tuturor genelor de șoarece (Fig ) Metode speciale sunt utilizate pentru a crea mutanți condiționati în care funcționarea genei de interes este afectată într-un anumit țesut la un anumit punct de dezvoltare Abordarea se bazează pe excizia specifică locului - și, prin urmare, îndepărtarea - a sistemului de recombinare a genei țintă la o anumită locație sau moment Cel mai comun sistem de recombinare se numește Cre/lox, care este utilizat pe scară largă pentru înlocuirea genelor la șoareci și plante (vezi Figura ) În acest caz, gena țintă din celula ES este înlocuită cu o versiune complet funcțională a genei flancată de o pereche de secvențe scurte de ADN numite situsuri lox și recunoscute de proteină de către recombinaza Cre Șoarecii transgenici rezultați au un fenotip normal Aceștia sunt încrucișați cu șoareci transgenici care exprimă gena pentru recombinaza Cre sub controlul unui promotor inductibil În anumite celule sau țesuturi în care este inclus Cr, acesta catalizează recombinarea între secvențele ox, excizând gena țintă și inactivând-o Sisteme similare de recombinare sunt folosite pentru a crea mutații condiționate la Drosophila (vezi Figura ) Dacă modificarea inițială a genei îi inactivează complet funcția, atunci astfel de șoareci homozigoți sunt numiți șoareci knockout Atunci când unor astfel de șoareci le lipsesc genele care funcționează în timpul dezvoltării, adesea mor cu mult înainte de a ajunge la maturitate Astfel de defecte letale sunt studiate în detaliu pentru a determina funcția normală a genei lipsă Plantele transgenice joacă un rol important atât în biologia celulară, cât și în agricultură O plantă deteriorată se poate repara adesea printr-un proces în care celulele mature, diferențiate "dediferențiază", proliferează și apoi se diferențiază din nou într-un alt tip de celule În anumite condiții, celulele dediferențiate pot forma chiar și un meristem apical, care dă apoi naștere unei plante complet noi, inclusiv gameți Această flexibilitate uimitoare de dezvoltare a celulelor vegetale poate fi folosită pentru a crea plante transgenice din celulele crescute în cultură Atunci când o probă de țesut vegetal este cultivată într-un mediu steril care conține nutrienți și regulatori de creștere adecvați, multe celule proliferează la nesfârșit și aleatoriu, formând o masă de celule relativ nediferențiate numită calus Manipularea atentă a nutrienților și a regulatorilor de creștere poate stimula formarea în calus Partea a III-a Metode a) Celulele ES care cresc în cultură o versiune modificată a genei țintă, creată folosind inginerie genetică, INTRODUCEREA UNUI FRAGMENT DE ADN CARE CONȚINE O GENĂ SCHIMBATĂ ÎN MULTE CELULE b) soarece femela INTRODUCEREA CELULELE ES LA FIECARE CELULĂ LA TIMPURIE LĂSAȚI embrionului să se înmulțească ȘI FORMAȚI O COLONIE Eu trec, AȘTEPTARE DE TREI ZILE 'ȘI CULEGERE DE EMBRIONI PRECOCE embrion precoce izolat ANALIZĂ PENTRU PREZENȚA COLONILOR RARE ÎN CARE UN FRAGMENT DE ADN A ÎNLOCUIT O COPIE A UNEI GENE NORMALE Celule ES în care o copie a genei normale este înlocuită cu o genă mutantă EMBRION HIBRID FORMAT PARTIAL DIN CELULELE ES TRANSFERUL UNUI EMBRION HIBRID ÎNTR-UN ȘORICEP GRADĂ PSEDO EU NAŞTERE CELULELE SOMATICE ALE PROGENEI SUNT VERIFICATE PENTRU PREZENTA GENEI ALTERATE SOARECI SELECTATI SUNT INCRUCIATI PENTRU A VERIFICA PREZENTA ACESTEI GENE IN CELULELE GERMANLINE UN SOARECE TRANSGENIC ÎN CARE O COPIE A GENEI ȚINTĂ ESTE ÎNLOCUITĂ ÎN CELULELE GERMANLINE CU O GENĂ SCHIMBATĂ Orez , Metode utilizate pentru înlocuirea genelor la șoareci În prima etapă (a), o versiune modificată a genei este introdusă în celulele ES cultivate Numai în câteva celule ES rare genele normale corespunzătoare vor fi înlocuite cu o genă modificată prin recombinare omoloagă În ciuda complexității procedurii, aceste celule rare pot fi identificate și cultivate pentru a produce mulți descendenți, fiecare purtând o genă mutantă în loc de una dintre cele două copii ale genei normale corespunzătoare În următorul pas (b), aceste celule ES modificate sunt introduse într-un embrion de șoarece foarte timpuriu Celulele sunt implantate în fătul în creștere, iar unele dintre celulele somatice (prezentate în portocaliu) ale șoarecelui rezultat vor purta gena modificată Unii dintre acești șoareci vor conține, de asemenea, celule germinale cu gena modificată; atunci când sunt încrucișați cu un șoarece normal, unii dintre urmași vor purta o copie a genei modificate în toate celulele lor Dacă doi astfel de șoareci (neprezentați) sunt încrucișați, unii dintre descendenții lor vor purta două gene modificate (una pe fiecare cromozom) în toate celulele lor Studiul expresiei genelor și al funcției a) b) Orez , Șoarecii transgenici care exprimă ADN helicaza mutantă îmbătrânesc prematur Helicaza, codificată de gena Xpd, este implicată în transcripție și repararea ADN-ului În comparație cu un șoarece de tip sălbatic de aceeași vârstă (a), un șoarece transgenic (b) care exprimă o versiune defectă a Xpd prezintă multe semne de îmbătrânire prematură, inclusiv osteoporoză, emaciare, păr gri, infertilitate și durata de viață mai scurtă Mutația din Xpd folosită aici perturbă activitatea helicazei și imită mutația care provoacă tricotiodistrofie la oameni, o boală caracterizată prin păr fragil, anomalii ale scheletului și durata de viață foarte scurtă Aceste rezultate indică faptul că acumularea de deteriorare a ADN-ului poate contribui la procesul de îmbătrânire atât la șoareci, cât și la oameni (Din J de Boer și colab , Science : - , Cu amabilitatea AAAS ) meristeme apicale, mai întâi lăstari și apoi rădăcini Pentru multe specii, o plantă cu totul nouă poate fi recreată în acest fel Culturile de calus pot fi disociate mecanic în celule individuale care vor crește și se vor împărți în cultură în suspensie În cazul unor plante, inclusiv tutun, petunia, morcovi, cartofi și Arabidopsis, o singură celulă izolată dintr-o cultură în suspensie poate fi crescută într-un mic pâlc (clonă) din care poate fi recreată o plantă întreagă O celulă din care poate fi crescută orice parte a unui organism se numește celulă totipotentă Așa cum un șoarece mutant poate fi obținut prin manipularea genetică a celulelor ES în cultură, o plantă transgenică este creată dintr-o singură celulă de plantă totipotentă care a suferit transfecția ADN-ului în cultură ( ) Metodele de obținere a plantelor transgenice au accelerat semnificativ progresul în multe domenii ale biologiei celulelor vegetale De exemplu, ei au jucat un rol important în izolarea receptorilor de reglare a creșterii și în analiza mecanismelor de morfogeneză și expresie a genelor la plante De asemenea, au deschis multe oportunități în agricultură de care beneficiază atât consumatorii, cât și producătorii De exemplu, a devenit posibilă modificarea lipidelor, amidonului și proteinelor stocate în semințe pentru a crește rezistența la paraziți și viruși și pentru a crea plante care pot supraviețui în medii extreme, cum ar fi mlaștinile sărate sau solul uscat Multe descoperiri importante în înțelegerea dezvoltării animalelor au venit de la musca de fructe Drosophila și de viermii rotunzi C elegans, ambele fiind ușor de susținut analizei genetice clasice și manipulării experimentale Progresul în biologia dezvoltării plantelor a fost relativ lent în trecut Multe plante potrivite pentru analiza genetică, cum ar fi porumbul și roșiile, au cicluri de viață lungi și genomuri foarte mari, așa că analiza clasică și analiza genetică moleculară au consumat mult timp În ultimii ani, din ce în ce mai multă atenție a fost acordată trifoiului Tal (Arabidopsis thaliana \\ care nu posedă nicio buruiană) Partea a III-a Metode discurile sunt tăiate dintr-o frunză de tutun discurile de frunze sunt incubate timp de de ore cu bacterii Agrobacterium modificate genetic calus numai acele celule vegetale care au primit ADN de la bacterii proliferează pe un mediu selectiv evadarea mediu de germinare transfer de evadare crescând înrădăcinat' Miercuri pentru creșterea rădăcinilor răsad o plantă matură care poartă transgena pe care o avea inițial bacteria bacteriana celula vegetala plasmidă recombinată într-o celulă Agrobacterium ADN-T se repetă cu o lungime de bp gena marker transgenă selectabilă de interes ADN EXCUT DIN PLASMIDE ÎN FORMA A O MOLECULĂ LINEARĂ ȘI ESTE TRANSFERAT DIRECT ÎN CELULA PLANTEI, UNDE ESTE INCLUS ÎN CROMOZOM Orez , Procesul de obținere a unei plante transgenice o) O scurtă prezentare a procesului O secțiune rotundă este tăiată din frunză și incubată în cultură împreună cu celule Agrobacterium purtând o plasmidă recombinată cu o genă marker selectiv și transgena dorită Celulele deteriorate de la marginea discului secretă substanțe care atrag celulele Agrobacterium Bacteriile injectează apoi ADN în aceste celule Numai acele celule de plante care au adoptat ADN-ul adecvat și exprimă gena marker selectabil vor supraviețui și prolifera și vor forma calus Manipularea regulatorilor de creștere și a nutrienților face ca calusul să formeze lăstari, care apoi prind rădăcini și cresc în plante adulte purtătoare de transgenă b) Prepararea unei plasmide recombinante și transferul acesteia într-o celulă vegetală Plasmida Agrobacterium, care poartă în mod normal secvența T-ADN, este modificată prin inserarea unei gene marker selectabile (de exemplu, gena de rezistență la kanamicină) și a transgenei dorite între bp ADN-T se repetă Când Agrobacterium recunoaște o celulă de plantă, transferă în mod eficient catena de ADN care poartă aceste secvențe în celula vegetală folosind mecanisme speciale care poartă în mod normal secvența T-ADN plasmidă Studiul expresiei genelor și al funcției câte avantaje semnificative ca "plantă model" (vezi fig și ) Genomul relativ mic al A thaliana a fost primul genom de plante complet secvențial Ritmul cercetării asupra acestui organism ajunge în prezent din urmă cu cel al animalelor model Colecții mari de knockouts etichetate fac posibilă studierea funcțiilor fiecărei gene într-un organism Eforturile de colaborare ale multor laboratoare sunt necesare pentru a crea biblioteci cuprinzătoare de mutații în diferite organisme model, inclusiv S cerevisiae, C elegans, Drosophila, Arabidopsis și șoareci În fiecare caz, scopul final este obținerea unui set de linii mutante în care fiecare genă a organismului este eliminată sau modificată în mod sistematic, astfel încât să poată fi perturbată condiționat Astfel de colecții vor deveni o sursă indispensabilă de informații despre funcționarea genelor la scara genomului În unele cazuri, mutațiile individuale din bibliotecă vor exprima markeri moleculari individuali sub formă de secvențe unice de ADN, făcând identificarea genei modificate simplă și rapidă În cerevisiae, sarcina de a crea un set complet de de mutanți, fiecăruia lipsind doar o genă, este ușoară de înclinația drojdiei pentru recombinare omoloagă Pentru fiecare genă este pregătită o casetă de deleție Caseta constă dintr-o moleculă specială de ADN care înconjoară markerul selectabil și care conține de nucleotide, a căror secvență este identică cu capetele genei țintă Mai mult, pentru a accelera identificarea ulterioară a fiecărei linii mutante rezultate, în această moleculă de ADN este inserată o secvență specială de "cod de bare" (Fig ) Un număr mare de astfel de mutanți knockout pot fi apoi cultivați în diferite condiții selective (de exemplu, restricție de nutrienți, fluctuații de temperatură sau prezența diferitelor medicamente) Celulele supraviețuitoare sunt ușor identificate prin secvențele lor unice de marcare Din cât de bine funcționează fiecare mutant într-un amestec, se poate începe să evalueze care gene sunt vitale, care sunt doar benefice și care sunt opționale pentru creștere în diferite condiții Dificultatea de a obține informații dintr-un astfel de studiu al mutanților de drojdie este de a determina activitatea genei sau rolul ei biologic pe baza fenotipului mutant Unele defecte - incapacitatea de a trăi fără histidină, de exemplu - indică direct funcția genei de tip sălbatic Alte conexiuni pot să nu fie atât de evidente Ce spune o sensibilitate bruscă la frig despre rolul unei anumite gene într-o celulă de drojdie? Aceste probleme sunt și mai complicate la organisme mai dezvoltate decât drojdia Pierderea funcției într-o singură genă de șoarece, de exemplu, poate afecta diferite tipuri de țesuturi în diferite stadii de dezvoltare, în timp ce ștergerea altor gene poate să nu aibă un efect aparent O descriere adecvată a fenotipurilor mutante de șoarece necesită adesea un studiu detaliat bazat pe o cunoaștere profundă a anatomiei, histologiei, patologiei, fiziologiei și etologiei acestor animale Cu toate acestea, informațiile pe care le poate furniza analiza bibliotecilor mutante vor fi utile De exemplu, studierea colecției exhaustive de mutanți ai Mycoplasma genitalium, organismul cu cel mai mic genom cunoscut, ne-a oferit setul minim de gene necesar vieții celulare Analiza mutanților a arătat că M genitalium necesită aproximativ trei ulterior, selectiv omolog gena marker gena țintă a drojdiei secvență unică - "cod de bare" element mobil, gena țintă perturbă structura genei țintă / cromozom de drojdie Primer PCR bazat pe secvența elementului mobil I gena țintă X a drojdiei - Partea a III-a Metode RECOMBINAREA OMOLOGICĂ gena țintă X a fost înlocuită cu o genă marker selectabilă și secvența de cod de bare asociată acesteia" Primer PCR bazat pe secvența genei țintă u i produsul PCR este înregistrat în gel numai atunci când elementul transpozabil s-a integrat în gena țintă de interes a) Drojdie b) ARABIDOPSIS ŞI DROSOPHILA Orez , Crearea de colecții de organisme mutante, a) Caseta de ștergere pentru utilizare în drojdie conține secvențe de ADN (roșu) omoloage fiecărui capăt al genei țintă X, o genă marker selectabilă (albastru) și o secvență unică de cod de bare de aproximativ bp lungime (verde) Acest ADN este apoi introdus în celulele de drojdie unde înlocuiește gena țintă prin recombinare omoloagă Folosind un set de astfel de casete, fiecare specifică pentru o anumită genă, poate fi generată o bibliotecă de mutanți de drojdie care conține un mutant pentru fiecare genă b) O abordare similară poate fi utilizată pentru a prepara mutanți knockout marcați cu Arabidopsis și Drosophila În acest caz, mutațiile sunt create prin inserarea aleatorie a unui element genetic transpozabil într-o genă țintă Întregul ADN al organismului rezultat este apoi colectat și testat pentru perturbarea genei de interes folosind primeri PCR care se leagă la elementul transpozabil și la gena țintă Produsul PCR poate fi detectat în gel numai dacă elementul genetic transposabil este integrat în gena țintă (vezi Figura ) Studiul expresiei genelor și al funcției un sfert din cele de gene care codifică proteine Funcțiile a aproximativ dintre aceste gene vitale sunt necunoscute Acest lucru sugerează că avem încă un număr surprinzător de mare de mecanisme celulare fundamentale care stau la baza vieții de descoperit Interferența ARN este o modalitate simplă și rapidă de a analiza funcția unei gene Deși eliminarea genelor și studierea consecințelor este poate cea mai eficientă metodă de studiere a funcțiilor genelor, recent a fost descoperită o modalitate mult mai simplă de a inactiva genele Interferența ARN (sau ARNi pe scurt) se bazează pe un mecanism natural utilizat de multe plante, animale, ciuperci și protozoare pentru a proteja împotriva anumitor viruși și elemente genetice transpozabile (vezi Figura ) O moleculă de ARN dublu catenar (dsRNA) este introdusă într-o celulă sau organism, a cărei secvență este complementară părții din genă care urmează să fie inactivată După procesarea dsARN, efectuată de un complex proteic special, acesta hibridizează cu ARNm al genei țintă și duce la degradarea acestuia Celula utilizează apoi fragmente mici din acest ARN degradat pentru a sintetiza noi ARNds care continuă să distrugă ARNm al genei țintă Deoarece aceste fragmente scurte de ARN pot fi transmise celulelor descendenți, ARNi este capabil să inducă modificări ereditare în expresia genelor Dar, așa cum am văzut în capitolul , există un al doilea mecanism prin care ARNi poate inactiva stabil genele Fragmentele de ARN formate în citosol ca urmare a degradării pot pătrunde în nucleu și pot interacționa direct cu gena țintă, direcționând ambalarea acesteia într-o formă de cromatină inaccesibilă pentru transcripție Acest mod dual de reglare a expresiei genelor face din ARNi un instrument extrem de eficient pentru oprirea genelor una câte una ARNi este adesea folosit pentru a inactiva genele Drosophila și în culturile de linii celulare de mamifere Într-adevăr, un set de de molecule de ARN care interferează (una pentru fiecare genă a Drosophila) permite cercetătorilor să analizeze rolul fiecărei gene de muște în orice proces care poate fi observat în cultura celulară în câteva luni În curând va fi posibilă efectuarea unei astfel de analize cu de gene de șoarece și umane ARNi este, de asemenea, utilizat pe scară largă pentru a studia funcționarea genelor nematodului C elegans Când se lucrează cu viermi, administrarea dsARN este destul de simplă: ARN-ul poate fi injectat direct în intestinele animalului sau hrănit cu E coli modificată, care sintetizează ARN-ul interferent dorit (Fig ) ARN-ul este distribuit în tot corpul viermelui, unde inhibă expresia genei țintă în diferite tipuri de țesut Deoarece genomul C elegans este complet decodat, ARNi este folosit pentru a atribui funcții întregului set de gene ale viermilor Recent, o metodă similară a fost aplicată pe scară largă șoarecilor În acest caz, nu se utilizează nicio injecție sau hrană pentru a introduce ARN-uri de interferență Tehnicile ADN recombinant sunt utilizate pentru a crea șoareci transgenici care exprimă ARN interferent sub controlul unui promotor inductibil Adesea, acesta este un ARN special conceput care se poate închide pe el însuși și, datorită împerecherii nucleotidelor, formează o regiune dublu catenară care poate fi recunoscută de aparat Ca rezultat, sunt inactivate doar acele gene, a căror secvență se potrivește exact cu secvența ARN-ului de interferență Partea a III-a Metode vierme hrănit cu E coli care exprimă ARN dublu catenar ARN dublu catenar injectat în intestin Orez , Crearea unei mutații dominant-negativ prin interferența ARN a) ARN-ul dublu catenar (dsRNA) poate fi introdus în C elegans ( ) prin hrănirea viermilor E coli care exprimă dsARN sau ( ) prin injectarea dsARN direct în intestin, b) embrion de vierme de tip sălbatic la scurt timp după fertilizarea ovulelor Pronucleii ovulului și spermatozoizilor (săgeți roșii) migrează și converg în jumătatea posterioară a embrionului, c) Embrion de vierme în același stadiu de dezvoltare în care gena implicată în diviziunea celulară a fost inactivată de ARNi Pronucleii nu pot migra (b și c din P Gonchy și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) µm În funcție de tipul de promotor indus, ARN-ul interferent poate fi sintetizat doar într-un anumit țesut sau la un anumit moment de dezvoltare, ceea ce permite un studiu mai amănunțit al funcțiilor genelor Tehnologia de interferență a ARN a făcut ca genetica inversă în multe organisme să fie simplă și eficientă, dar are câteva limitări potențiale pe care adevărata genă knockout nu le are Din motive necunoscute, interferența ARN nu funcționează eficient pentru unele gene Mai mult, în cadrul unui întreg organism, unele țesuturi pot fi rezistente la ARNi (de exemplu, neuronii rotunzi) O altă problemă este că multe organisme conțin familii mari de gene ai căror membri împărtășesc secvențe similare Ca rezultat, ARNi inactivează uneori genele înrudite împreună cu gena țintă Astfel de efecte pot fi evitate prin utilizarea unui număr mare de ARN-uri de interferență complementare cu diferite regiuni ale aceleiași gene Rezultatele oricărui experiment ARNi ar trebui luate ca un argument puternic în favoarea funcției genei, dar nu este o dovadă a acesteia Informații importante despre funcția unei gene pot fi adesea obținute prin examinarea când și unde o genă este exprimată într-o celulă sau în întregul organism Principiile temporale și spațiale ale expresiei genei pot fi determinate prin înlocuirea părții codificatoare a genei de interes cu o genă reporter În majoritatea cazurilor, expresia genei reporter este monitorizată prin măsurarea fluorescenței sau a activității enzimatice a produsului său proteic (vezi figurile și ) După cum este detaliat în Capitolul , secvențele ADN reglatoare situate la dreapta sau la stânga regiunii de codificare controlează expresia Studiul expresiei genelor și al funcției gena Aceste secvențe, care determină exact când și unde va fi exprimată o genă, pot fi examinate cu ușurință prin plasarea unei gene reporter sub controlul lor și introducerea unui astfel de ADN recombinat în celulă ( ) De asemenea, este posibil să se observe direct timpul și locul exprimării ARNm a unei gene Deși această abordare oferă de obicei aceleași informații ca și utilizarea unei gene reporter, există momente când poate oferi informații suplimentare; de exemplu, atunci când o genă este transcrisă, dar ARNm nu este tradus imediat sau când produsul final al unei gene este mai degrabă ARN decât proteină Această metodă, numită hibridizare in situ, se bazează pe principiile hibridizării acidului nucleic descrise mai sus De obicei, țesutul este fixat ușor, astfel încât ARN-ul său să fie reținut într-o formă liberă capabilă de hibridizare cu sonde ADN sau ARN complementare marcate Astfel, se poate observa a) MOLECULE DE ADN INIȚIALE PROFIL DE EXPRESIUNE GENAC normală de codificare a proteinei X succesiune ■| A B C D E F Profilul de expresie normal al genei X \ reglator / situs de iniţiere a sintezei ARN secvenţe de ADN care controlează secvența de codificare a expresiei genei X proteina reporter recombinantă Y ulterior A B C D E F Profilul expresiei genei reporter Y ) MOLECULE DE TEST ADN PROFILUL DE EXPRESIE AL GENEI Y REPORTER c) CONCLUZII ~ secvența reglatoare activează în mod normal gena X din celula B - secvența de reglare activează în mod normal gena X în celulele D, E și F - secvența de reglare dezactivează în mod normal gena X din celula D Orez , Utilizarea unei proteine raportoare pentru a determina distribuția spațială a expresiei genelor, a) În acest exemplu, secvența de codificare a proteinei X este înlocuită cu secvența de codificare a proteinei raportoare Y Modelele de expresie ale genelor X și Y se potrivesc ) Pentru a crea molecule de ADN de testare care codifică gena reporter Y, fragmente de ADN care conțin posibile secvențe de reglare sunt adăugate în diferite combinații Expresia acestor molecule de ADN recombinant este apoi testată după ce au fost transfectate în diferite tipuri de celule de mamifere Rezultatele sunt prezentate în fig (V) Partea a III-a Metode Orez , Hibridarea in situ pentru localizarea ARN a) Distribuția spațială a expresiei ARNm DeltaC în embrionul timpuriu de pește zebra Această genă codifică un ligand în calea de semnalizare Notch (descrisă în capitolul ), iar distribuția prezentată aici reflectă rolul său în dezvoltarea somitelor, viitoarele segmente ale coloanei vertebrale și ale cozii ARN ribozomal Catenele groase cu diametrul de , - µm corespund buclelor de ADN cromozomial care conțin gene care codifică ARNr Fiecare punct alb mic reprezintă o transcriere a unei singure gene ARNr (Cu amabilitatea lui Yun-Jin Jiang; Peter Shaw ( ) ) µm natura exprimării diferențiale a genelor în țesut și determina locația în celule a anumitor ARN ( ) În embrionul de Drosophila, de exemplu, această abordare a oferit noi informații despre mecanismele de formare a diferențelor dintre celulele din diferite părți ale embrionului în timpul dezvoltării (vezi capitolul ) Folosind abordări similare, este posibil să se vizualizeze anumite secvențe de ADN dintr-o celulă În acest caz, preparatele de țesuturi, celule sau chiar cromozomi sunt expuse pentru scurt timp la un pH foarte alcalin pentru a scinda perechile de baze Apoi se adaugă sonde de acid nucleic, se lasă să hibridizeze cu ADN-ul celulei și se realizează imagini (vezi Figura ) În experimentele pe celule eucariote, cel mai des sunt utilizate două proteine reporter: enzima p-galactozidaza (ft-daG) (vezi Fig , b) și proteina verde fluorescentă (GFP) (vezi Fig ) Pe fig b prezintă un exemplu de utilizare a genei (Egal) pentru a monitoriza activitatea secvenței de reglare a genei Eve în embrionul de Drosophila Deși genele reporter și metodele de hibridizare in situ arată unde și când genele sunt exprimate, este adesea utilă cuantificarea expresiei prin măsurarea directă a nivelului de ARNm într-o celulă Northern blotting poate fi adaptat pentru aceasta (vezi Figura ), dar există o metodă mai precisă bazată pe principiul PCR ( ) În această metodă, care se numește Studiul expresiei genelor și al funcției Orez , Nivelul ARNm poate fi măsurat prin RT-PCR cantitativ Fluorescența măsurată este generată de un colorant care are fluorescență numai atunci când | cu produși ADN dublu catenar ai reacției RT-PCR (vezi Fig , b) Proba roșie are o concentrație mai mare de ARNm s decât cea albastră, deoarece are nevoie de mai puține cicluri de PCR pentru a atinge concentrația x jumătate maximă a ADN-ului dublu catenar Pe baza acestor diferențe, se poate determina cu precizie din - g conținutul relativ de ARNm din două probe g timp (număr de cicluri PCR) -► RT-PCR cantitativă (reacția în lanț a polimerazei cu transcripție inversă), materialul de pornire este întreaga populație de molecule de ARNm izolate din țesut sau cultură celulară Este important ca proba să nu conțină ADN; trebuie îndepărtat sau degradat enzimatic Se adaugă doi primeri ADN care se potrivesc cu gena de interes, transcriptaza inversă, polimeraza ADN și patru trifosfați deoxinucleozidici necesari pentru sinteza ADN Primul pas în sinteza este transcrierea inversă a ARNm în ADN folosind unul dintre primeri Apoi ciclurile succesive de încălzire și răcire permit ADN-ului să se replice utilizând PCR convențională (vezi Figura ) Partea cantitativă a acestei metode se bazează pe o relație directă între rata de formare a produselor PCR și concentrația de ARNm de interes din proba originală Prin adăugarea de coloranți chimici la reacția PCR care fluoresc numai atunci când sunt legați de ADN-ul dublu catenar, o simplă înregistrare a intensității fluorescenței face posibilă urmărirea reacției și astfel determinarea cu exactitate a concentrației inițiale a ARNm care este amplificat (vezi Fig ) ) Deși descrierea metodei poate părea complicată, efectuarea RT-PCR cantitativă (uneori numită PCR în timp real) în laborator este relativ ușoară și rapidă RT-PCR a înlocuit Northern blot ca metodă de cuantificare a nivelului de ARNm al unei gene Până acum, am luat în considerare metodele folosite pentru a observa expresia unei singure gene (sau a unui număr relativ mic dintre ele) În anii , au fost dezvoltate cipuri ADN care au revoluționat analiza expresiei genelor Acestea vă permit să monitorizați simultan produsele ARN a mii de gene Prin această metodă, începem să descoperim și să studiem principiile expresiei genelor care stau la baza fiziologiei celulare: putem vedea ce gene sunt activate (sau oprite) atunci când celulele cresc, se divid, se diferențiază sau sunt expuse la hormoni sau toxine Cipurile ADN nu sunt doar diapozitive împânzite cu un număr mare de fragmente de ADN, fiecare dintre ele poartă o secvență de nucleotide care servește drept sondă pentru o anumită genă Cele mai compacte dintre aceste cipuri pot conține zeci de mii de astfel de fragmente pe o zonă mai mică decât un timbru poștal, care permite curgerea paralelă a mii de reacții de hibridizare ( ) Unele cipuri ADN sunt preparate din fragmente mari de ADN obținute prin PCR pe care robotul îl pune apoi pe o lamă de sticlă Alte Partea a III-a Metode set de molecule de ADN specifice genelor eu Amplificare PCR eu "imprimare" robotică pe o lamă de sticlă eu ARNm din proba marcată cu fluorocrom roșu ARNm din proba marcată cu fluorocrom verde HIBRIDIZARE eu ÎMPOIRE eu SCANARE ROSĂ ȘI VERDE ȘI FUNZIONARE IMAGINII eu o zonă mică a micromatricei care arată expresia a gene de drojdie Orez , Folosind cipuri ADN pentru a monitoriza simultan expresia a mii de gene Pentru a pregăti un microcip, fragmentele de ADN, fiecare corespunzător unei gene, sunt plasate automat pe o lamă de sticlă Există un număr mare de microcipuri comerciale disponibile În acest exemplu, ARNm K este izolat din două probe de celule diferite pentru compararea directă a nivelurilor lor relative de exprimare a genelor De exemplu, probele pot fi prelevate din celule tratate cu hormoni și celule de același tip, dar intacte Aceste probe sunt transformate în cADN și marcate, una cu fluorocrom roșu, cealaltă cu verde Probele marcate sunt amestecate și se efectuează o reacție de hibridizare pe un microarray După incubare, cipul este spălat și fluorescența este măsurată În partea prezentată a micromatricei corespunzătoare a gene de drojdie, petele roșii indică faptul că gena din proba este exprimată mai puternic decât gena corespunzătoare din proba ; petele verzi indică faptul că expresia genei în proba este mai mare decât în proba Petele galbene corespund genelor a căror expresie este aceeași în ambele probe Petele întunecate indică o expresie slabă sau absența sa completă în ambele probe de gene, al căror fragment este situat într-un punct dat al microarrayului (Microcip obținut de JL DeRisi și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Studiul expresiei și funcției genelor conțin oligonucleotide scurte sintetizate pe suprafața unei plăci de sticlă prin metode similare cu gravarea circuitelor electrice pe cipuri de calculator În orice caz, secvența exactă și locația fiecărei sonde pe cip sunt cunoscute Astfel, orice fragment de nucleotidă care hibridizează cu sonda de pe cip poate fi identificat ca un produs al unei anumite gene pur și simplu prin poziția la care este legat Pentru a utiliza cipurile ADN pentru a monitoriza expresia genelor, ARNm este mai întâi izolat din celulele de interes și convertit în cADN (vezi Figura ) ADNc-ul este apoi marcat cu sonde fluorescente Micromatricea este incubată cu această probă de ADNc marcată pentru a finaliza reacția de hibridizare (vezi Figura ) Microcipul este apoi spălat pentru a îndepărta cADN-ul legat slab, iar poziția fragmentelor de ADN legate pe cip este determinată folosind un microscop laser cu scanare automată Pozițiile de pe microarray sunt apoi corelate cu gena particulară al cărei model ADN este găsit în acel moment De obicei, ADN-ul fluorescent din probele experimentale (marcat, de exemplu, cu un colorant fluorescent roșu) este amestecat cu o probă de control de fragmente de ADNc marcate cu un colorant fluorescent de o culoare diferită (de exemplu, verde) Astfel, dacă în celula de interes cantitatea de ARN exprimată din acea genă particulară crește în comparație cu controlul, punctul rezultat va fi roșu În schimb, dacă expresia genei este redusă în comparație cu martor, pata va fi verde Dacă nu există nicio schimbare, locul va fi galben Folosind această comparație internă, pot fi generate profiluri de expresie genetică foarte precise În prezent, cipurile ADN sunt folosite pentru a studia orice, de la modificarea expresiei genelor care determină coacerea căpșunilor, până la caracteristicile distinctive ale expresiei genelor în diferite tipuri de celule canceroase umane (vezi Figura ); sau de la modificări care apar în timpul ciclului celular la modificări cauzate de schimbări bruște de temperatură Într-adevăr, deoarece microarray-urile pot urmări atât de multe gene simultan, ele pot detecta modificări subtile într-o celulă, modificări care ar putea să nu apară în niciun fel în aspectul sau comportamentul acesteia Un studiu detaliat al expresiei genelor oferă, de asemenea, un strat suplimentar de informații utile pentru prezicerea funcțiilor genelor Am discutat anterior despre modul în care identificarea proteinelor partenere poate pune în lumină funcția unei anumite proteine Un principiu similar funcționează pentru gene: informații despre funcția unei gene pot fi obținute prin identificarea genelor care au același model de expresie Folosind metoda analizei cluster, este posibil să se detecteze seturi de gene care sunt reglementate într-o manieră coordonată Genele care sunt activate și dezactivate împreună în condiții diferite funcționează cel mai probabil împreună într-o celulă: ele pot codifica proteine care fac parte dintr-un singur complex multisubunități sau proteine care îndeplinesc o funcție coordonată complexă, cum ar fi replicarea ADN-ului sau splicingul ARN Descrierea unei gene cu funcție necunoscută prin gruparea acesteia cu gene cunoscute care au același comportament transcripțional este uneori denumită "vinovăție prin complicitate" Analiza cluster este utilizată pentru a analiza profilurile de expresie a genelor care stau la baza multor procese biologice interesante, inclusiv vindecarea rănilor la om (Figura ) Pe lângă monitorizarea nivelului de ARNm corespunzător fiecărei gene din genom, cipurile ADN au multe alte utilizări De exemplu, ei pot timp gene de vindecare a rănilor gene celulare gene de biosinteză ciclul colesterolului Orez , Utilizarea analizei cluster pentru a identifica seturi de gene care sunt co-reglementate Genele care aparțin aceluiași grup pot participa la aceeași cale sau proces metabolic Pentru a efectua analiza cluster folosind microarrays, se obțin date pentru probe de celule în diferite condiții, iar genele care prezintă modificări coordonate ale expresiei sunt combinate într-un singur grup În acest experiment, fibroblastele umane au fost ținute în condiții de deficit de ser timp de de ore Timpul a fost luat după adăugarea serului la culturi și celulele au fost colectate pentru analiza microarray la diferite momente de timp Din cele de gene analizate pe cipul ADN, doar puțin peste au prezentat modificări de trei ori sau mai mari ale expresiei ca răspuns la administrarea repetată a serului Aici, roșul arată o creștere a expresiei, verdele arată slăbirea acesteia Pe baza rezultatelor multor experimente cu microarray, de gene sunt grupate în funcție de profiluri de expresie similare Rezultatele acestei analize arată că genele implicate în vindecarea rănilor sunt activate ca răspuns la serul sanguin, în timp ce genele implicate în reglarea ciclului celular și biosinteza colesterolului sunt dezactivate (Din M W Eisen și colab , Proc Natl Acad Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe din SUA ) Partea a III-a Metode Studiul expresiei genelor și al funcției poate fi utilizat pentru a monitoriza progresul replicării ADN-ului într-o celulă (vezi Fig ) și, în combinație cu imunoprecipitarea, pentru a determina regiunile genomului ocupate de proteinele reglatoare ale unei anumite gene (vezi Fig ) Micromatricele pot fi, de asemenea, utilizate pentru a identifica rapid microbii care cauzează boli prin hibridizarea ADN-ului țesuturilor infectate cu cipuri care conțin secvențe de ADN genomic dintr-o gamă largă de agenți patogeni Metodele de monitorizare a ARNm descrise mai sus dau niveluri medii de expresie ale fiecărui ARNm pentru o populație mare de celule Prin utilizarea unei proteine reporter fluorescente a cărei expresie este sub controlul unui promotor de interes, nivelurile de expresie ale celulelor individuale pot fi măsurate cu precizie Aceste noi abordări au dezvăluit un nivel surprinzător de variabilitate în interiorul celulelor individuale ale unei populații omogene, adesea denumit zgomot biologic Aceste studii au mai arătat că există subpopulații separate în populații a căror existență nu ar fi observată dacă s-ar lua în considerare media pe întreaga populație De exemplu, o distribuție bimodală a nivelurilor de expresie ar indica faptul că celulele pot exista în două stări diferite ( ) Atunci nivelul mediu de expresie al populației ar fi intermediar între ele Comportamentul celulelor individuale este important pentru înțelegerea biologiei, de exemplu, subliniind faptul că unele celule se deplasează constant și foarte rapid de la o stare la alta În prezent, există două abordări pentru a monitoriza expresia genelor în celule individuale În primul rând, celulele vii pot fi plasate pe o lamă de sticlă și observate la microscop fluorescent Avantajul acestei metode este că o anumită celulă poate fi observată în timp prin măsurarea modificărilor expresiei În al doilea rând, în citometria în flux, o soluție diluată de celule este trecută de o sursă de lumină și intensitatea fluorescenței celulelor individuale este măsurată pe măsură ce acestea trec pe lângă detector (vezi Figura ) Avantajul acestei metode este că este posibil să se măsoare cu precizie nivelurile de expresie ale multor celule, dar citometria în flux nu permite observarea unei anumite celule în timp, prin urmare, completează doar metodele microscopice Orez , Niveluri diferite de expresie genică a celulelor individuale din populația bacteriei E coli În acest experiment, două proteine reporter diferite (una, fluorescentă, verde, cealaltă roșie), controlate de o copie a unui promotor, au fost introduse în celulele bacteriene Când sunt iluminate, unele celule exprimă doar o copie a genei și, prin urmare, apar roșii sau verzi, în timp ce alte celule exprimă ambele copii și apar galbene Acest experiment arată, de asemenea, diferite niveluri de fluorescență, care indică diferite niveluri de expresie a genelor într-o populație de celule aparent omogenă (M W Elowitz, A J Levine, E O Siggia și P S Swain, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Partea a III-a Metode Concluzie Genetica și ingineria genetică oferă metode eficiente pentru studierea funcționării genelor atât în celule, cât și în organismele întregi Abordarea genetică clasică combină mutageneza aleatorie cu screening-ul pentru a identifica mutanții care sunt defecte în anumite procese biologice Acești mutanți sunt apoi utilizați pentru a localiza și a studia genele responsabile pentru acest proces Funcțiile genelor pot fi determinate și folosind genetica inversă Tehnicile de inginerie ADN pot fi folosite pentru a modifica genele și pentru a le introduce în cromozomi, unde devin o parte permanentă a genomului Dacă pentru transferul de gene se folosesc ouă fertilizate (în cazul animalelor) sau celule vegetale totipotente în cultură, se pot obține organisme transgenice care exprimă gena mutantă și o transmit urmașilor Pentru biologia celulară, metodele de modificare extrem de specifică a celulelor și organismelor sunt deosebit de importante, care fac posibilă surprinderea efectului asupra unei celule sau organism al unei modificări a unei proteine individuale sau a unei molecule de ARN Multe dintre aceste metode au ajuns să fie folosite pentru a studia funcțiile genelor la scara genomului Crearea de biblioteci de mutații în care fiecare genă dintr-un organism este ștearsă sau perturbată în mod sistematic oferă instrumente indispensabile pentru investigarea rolului fiecărei gene în mecanismul molecular elaborat care dă naștere vieții Tehnici precum cipurile ADN permit observarea simultană a expresiei a mii de gene, oferindu-ne instantanee detaliate și cuprinzătoare ale comportamentului dinamic al expresiei genelor care stau la baza proceselor celulare complexe Sarcini Care dintre aceste afirmații sunt adevărate? Explică de ce Deoarece un anticorp monoclonal recunoaște doar un anumit situs antigenic (epitop), se leagă doar de proteina împotriva căreia a fost proiectat Datorită inevitabilității progresului tehnologic, pare inevitabil ca în cele din urmă sensibilitatea metodelor de detecție moleculară să depășească nivelul joctomolar (IO- mol) Rezonanța plasmonilor de suprafață (SPR) măsoară constantele de asociere kon și disociarea &off moleculelor în timp real folosind cantități mici de molecule nemarcate, dar nu furnizează informațiile necesare pentru a determina constanta de legare Dacă fiecare ciclu de PCR dublează cantitatea de ADN sintetizat în ciclul anterior, atunci cicluri vor crește conținutul de ADN de IO ori, de cicluri de IO ori și de cicluri de IO ori Rezolvați următoarele sarcini Când celulele animale sunt izolate dintr-o probă de țesut, ele sunt tratate cu tripsină, colagenază și EDTA De ce este necesară această prelucrare și ce face fiecare dintre componente? De ce acest tratament nu ucide celulele? Sarcini Credeți că va fi posibil să obțineți un anticorp pentru un alt anticorp? Explică-ți răspunsul Explicați diferența dintre metodele de sedimentare cu viteză și de echilibrare a sedimentării Care este scopul fiecăruia dintre ei? Care crezi că este mai bună pentru a separa două proteine de dimensiuni diferite? Coeficientul de sedimentare al tropomiozinei, a cărei masă este kDa este , S, în timp ce coeficientul de sedimentare al hemoglobinei de kDa este de , S (Coeficientul de sedimentare S este o măsură liniară a vitezei de sedimentare: ambele cresc sau scad în paralel ) Modele ale scheletelor a-carbon ale acestor două proteine prezentate pe De ce o proteină mai mare precipită mai încet decât mic? Vă puteți gândi la o analogie din viața de zi cu zi care ar putea ajuta să răspundă la această întrebare? hemoglobină Orez Q Modele de schelete de carbon ale tropomiozinei și hemoglobinei ( ) În lucrarea clasică care a dovedit replicarea ADN-ului semi-conservativă, Meselson și Stahl au început prin a arăta cum ADN-ul însuși ar forma o bandă în echilibru sedimentar Au amestecat ADN-ul de E coli digerat aleatoriu cu o soluție de CsCl Densitatea soluției finale a fost de , g ml După cum se arată mai jos, cu o creștere a duratei de centrifugare la g, ADN-ul, care a fost distribuit mai întâi în tubul de centrifugare, s-a concentrat în dunga centrală A Explicați ce se întâmplă în timp și de ce ADN-ul formează o bandă pronunțată B Care este densitatea de plutire a ADN-ului? (Densitatea soluției la care ADN-ul "plutește" în echilibru determină "densitatea plutitoare" ) B Chiar dacă ADN-ul ar fi centrifugat de două ori mai lung, lățimea benzii ar rămâne aproximativ aceeași ca în partea de jos a Fig Q De ce nu se îngustează trupa? Sugerați câteva explicații posibile pentru lățimea benzii ADN în echilibru Orez Q Fotografii cu absorbția ultravioletei care arată etapele succesive în formarea unei benzi de ADN de E coli ( ) ADN-ul care absoarbe UV în fotografii arată ca zone întunecate Partea inferioară a tubului de centrifugă este în dreapta (M Meselson și FW Stahl, Proc NotlAcod Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe din SUA ) ceas , câmp de centrifugare -► Partea a III-a Metode Metoda hibridomului vă permite să creați anticorpi monoclonali pentru aproape orice proteină De ce, atunci, etichetarea proteinelor cu epitopi este o practică atât de comună, mai ales având în vedere că etichetele epitopilor pot afecta funcționarea unei proteine? Câte copii ale unei proteine trebuie să fie prezente într-o celulă pentru a fi văzute într-o celulă? Să presupunem că puteți gelifica µg de extract celular și să vă înregistrați cu ng de argint Concentrația de proteine într-o celulă este de aproximativ mg ml, volumul tipic al unei celule de mamifer este de aproximativ µm , iar cel al bacteriilor este de µm Cu aceste valori ale parametrilor, calculați numărul de copii ale proteinei de kDa în celulele de mamifere și bacterii necesare pentru ca proteina să dea o bandă vizibilă în gel Înainte de calcule exacte, puteți estima ordinul de mărime Doriți să amplificați ADN-ul între cele două secțiuni ale secvenței prezentate în Fig Q Selectați din primerii dați cei care vă vor permite să amplificați ADN-ul folosind PCR ADN amplificabil '-GACCTGTGGAAGC '-CTGGACACCCTTCG CATACGGGATTGA- ' GTATGCCCTAACT - ' grunduri ( ) '-GACCTGTCCAAGC- ' ( ) '-CTGGACACCCTTCG- ' ( ) '-CGAAGGTGTCCAG- ' ( ) ' - GCTTCCACAGGTC - ' ( ) ' - CATACGGGATTGA- ' ( ) '-GTATGCCCTAACT- ' ( ) ' - TGTTAGGGCATAC - ' ( ) '-TCAATCCCGTATG- ' Orez Q ADN pentru amplificare și primeri potențiali PCR (sarcina ) În prima etapă a PCR folosind ADN genomic, sinteza începe cu primeri, care se termină doar la sfârșitul ciclului (sau când se întâlnește un capăt aleatoriu al ADN-ului) Totuși, la sfârșitul a sau de cicluri (numărul obișnuit pentru amplificare), singurul produs vizibil este determinat exact de capetele primerilor În ce ciclu este sintetizat pentru prima dată un fragment dublu catenar de dimensiunea corectă? Explicați diferența dintre o mutație cu câștig de funcție și o mutație negativă dominantă De ce ambele mutații sunt de obicei dominante? Discutați următoarea afirmație: "Nu am avea astăzi nici cea mai mică idee despre importanța insulinei ca hormon de reglare dacă absența ei nu ar fi asociată cu o boală gravă a omului - diabetul Numai consecințele grave ale absenței sale au îndreptat cercetările timpurii către identificarea și studiul rolului normal al insulinei în fiziologie Literatură General Ausubel FM, Brent R , Kingston R E și colab (eds) ( ) Short Protocols in Molecular Biology, ed a -a New York: Wiley Literatura Brown T A ( ) Genomes , ed a -a New York: Wiley-Liss Spector DL, Goldman RD și Leinwand LA (eds) ( ) Cells: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Watson JD, Caudy AA, Myers RM & Witkowski JA ( ) ADN recombinant: gene și genomi-un curs scurt, ed a -a New York: W H Freeman Izolarea celulelor și cultivarea în cultură Emmert-Buck MR, Bonner RF, Smith PD și colab ( ) Microdisecție cu captură cu laser Science : - Ham RG ( ) Creșterea clonală a celulelor de mamifere într-un mediu sintetic definit chimic Proc Natl Acad sci SUA : - Harlow E & Lane D ( ) Utilizarea anticorpilor: un manual de laborator Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Herzenberg LA, Sweet RG și Herzenberg LA ( ) Sortare celulară activată prin fluorescență sci A m : - Levi-Montalcini R ( ) Factorul de creștere a nervilor treizeci și cinci de ani mai târziu Science : - Lerou PH & Daley GQ ( ) Potențialul terapeutic al celulelor embrionare stern Sânge Rev : - Milstein C ( ) Anticorpi monoclonali sci A m : - Purificarea proteinelor de Duve C & Beaufay H ( ) O scurtă istorie a fracționării țesuturilor J Cell Biol : s- s Krogan NJ, Cagney G , Yu H și colab ( ) Peisajul global al complexelor de proteine în drojdia Saccharomyces cerevisiae Nature : - Laemmli UK ( ) Scindarea proteinelor structurale în timpul asamblarii capului bacteriofagului T Nature : - Nirenberg MW & Matthaei JH ( ) Dependența sintezei proteinelor fără celule în E coli de poliribonucleotidele naturale sau sintetice Proc Natl Acad sci SUA : - O'Farrell PH ( ) Electroforeza bidimensională de înaltă rezoluție a proteinelor J Biol Chim : - Palade G ( ) Aspecte intracelulare ale procesului de sinteză a proteinelor Science : - Scopes RK & Cantor CR ( ) Protein Purification: Principles and Practice, ed a -a New York: Springer-Verlag Analiza proteinelor Branden C & Tooze J ( ) Introduction to Protein Structure, a -a ed New York: Garland Science Fields S & Song O ( ) A novei genetic system to detect protein-protein interactions Nature : - Giepmans BN, Adams SR et al ( ) Setul de instrumente fluorescent pentru evaluarea locației și funcției proteinelor Știința : - Kendrew JC ( ) Structura tridimensională a unei molecule de proteine sci A m : - Knight ZA & Shokat K M ( ) Genetica chimică: Unde se întâlnesc genetica și farmacologia Celula : - Partea a III-a Metode Rigaut G , Shevchenko A , Rutz B et al ( ) O metodă generică de purificare a proteinelor pentru caracterizarea complexului proteic și explorarea proteomului biotehnologia naturii : - Washburn MP, Wolters D și Yates JR ( ) Analiză la scară largă a proteomului de drojdie prin tehnologia de identificare a proteinelor multidimensionale biotehnologia naturii : - Wuthrich K ( ) Determinarea structurii proteinei în soluție prin spectroscopie de rezonanță magnetică nucleară Știința : - Izolarea, clonarea și secvențierea ADN-ului Adams MD, Celniker SE, Hoit RA și colab ( ) Secvența genomului Drosophila melanogaster Science : - Alwine JC, Kemp DJ & Stark GR ( ) Metodă pentru detectarea ARN-urilor specifice în geluri de agaroză prin transfer la hibridizarea rândului diabenziloximetil-pape cu sonde ADN Proc Natl Acad sci SUA : - Blattner FR, Plunkett G , Bloch CA și colab ( ) Secvența completă a genomului Escherichia coli K- stiinta tit - Cohen S , Chang A , Boyer H & Helling R ( ) Construction of biologically functional bacterial plasmids in vitro Proc Natl Acad sci SUA : - Internațional Human Genome Sequencing Consortium ( ) Secvențierea și analiza inițială a genomului uman Nature : - Internațional Human Genome Sequencing Consortium ( ) Secvența ADN, adnotarea și analiza cromozomului uman Nature : - Jackson D , Symons R & Berg P ( ) Metodă biochimică pentru inserarea de noi informații genetice în ADN-ul virusului simian : molecule circulare de ADN SV care conțin gene de fagi lambda și operonul de galactoză al Escherichia coli Proc Natl Acad sci SUA : - Maniatis T şi colab ( ) Izolarea genelor structurale din biblioteci de ADN eucariotic Celula : - Mullis K B ( ) Originea neobișnuită a reacției în lanț a polimerazei sci A m : - Nathans D & Smith HO ( ) Endonucleazele de restricție în analiza și restructurarea moleculelor de ADN Annu Rev Biochim : - Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S et al ( ) Amplificarea enzimatică dirijată de primer a ADN-ului cu o ADN polimerază termostabilă Science : - Sambrook J , Russell D ( ) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, a -a ed Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Sânger F , Nicklen S & Coulson AR ( ) DNA sequencing with chain-terminating inhibitors Proc Natl Acad sci SUA : - Smith M ( ) prelegere Nobel ADN sintetic și biologie biosci Reprezentant : - Southern EM ( ) Detectarea secvențelor specifice printre fragmente de ADN separate prin electroforeză pe gel J Mol Biol : - The Arabidopsis Genome Inițiative ( ) Analiza secvenței genomului plantei cu flori Arabidopsis thaliana Nature : - The C elegans Sequencing Consortium ( ) Secvența genomului nematodului C elegans' o platformă pentru investigarea biologiei Știința : - Literatura Venter JC, Adams MA, Myers EW și colab ( ) Secvența genomului uman Science : - Studiul expresiei și funcției genelor Boope S , Bussey H și Andrews BJ ( ) Explorarea interacțiunilor genetice și a rețelelor cu drojdia Natura Rev Genet : - Botstein D , White RL, Skolnick M & Davis RW ( ) Construcția unei hărți genetice de legătură la om folosind polimorfisme de lungime a fragmentelor de restricție A m J Hum Genet : - DeRisi JL, lyer VR & Brown PO ( ) Explorarea controlului metabolic și genetic al expresiei genelor la scară genomică Science : - Internațional HapMap Consortium ( ) A haplotype map of the human genome Nature : - Lockhart DJ & Winzeler EA ( ) Genomica, expresia genelor și matricele ADN Nature : - Mello C C & Conte D ( ) Revealing the world of ARN interference Nature : - Nusslein-Volhard C & Weischaus E ( ) Mutații care afectează numărul și polaritatea segmentelor la Drosophila Nature : - Palmiter R D & Brinster R L ( ) Șoareci transgenici Celula : - Rubin GM & Sprading AC ( ) Transformarea genetică a Drosophila cu vectori de elemente transpozabile Science : - Sabeti PC, Schaffner SF, Fry B et al ( ) Selecția naturală pozitivă în descendența umană Science : - Weigel D & Glazebrook J ( ) Arabidopsis' Un manual de laborator Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Imagistica celulară Deoarece celulele sunt mici și complexe, este dificil să le vedem structura și să le determinați compoziția moleculară, dar este și mai dificil să știți cum funcționează componentele lor Instrumentele pe care le avem la dispoziție determină ce putem învăța despre celule Adesea, apariția unor noi metode duce la descoperiri în biologia celulară Astfel, pentru a înțelege biologia celulară modernă, este necesar să cunoaștem câte ceva despre aceste metode În acest capitol, descriem pe scurt câteva dintre cele mai importante tehnici de microscopie utilizate pentru studiul celulelor Înțelegerea organizării structurale a celulelor este prima condiție prealabilă pentru studierea funcției celulare Vom începe cu microscopia optică, deoarece biologia celulară a început cu microscopul luminos și încă servește ca un instrument indispensabil În ultimii ani, microscopia optică a căpătat o importanță și mai mare datorită dezvoltării metodelor de etichetare și vizualizare specifice a componentelor celulare individuale și reconstrucției structurii lor tridimensionale Un avantaj important al microscopiei optice este că, în general, lumina nu deranjează sau modifică structura Prin introducerea de sonde fluorescente, cum ar fi proteinele fluorescente, în componente celulare specifice, le putem observa mișcarea, dinamica și interacțiunile într-o celulă vie Rezoluția microscopiei optice este limitată de lungimea de undă a luminii vizibile În microscopia electronică, în loc de lumină, se folosește un fascicul de electroni, care face posibilă vizualizarea complexelor macromoleculare din interiorul celulei în rezoluție aproape atomică și în trei dimensiuni Microscopia optică și microscopia electronică sunt tehnici importante, dar ceea ce le face cu adevărat interesante sunt descoperirile pe care le-au făcut despre organizarea structurală a celulelor Folosiți acest capitol ca referință și citiți-l împreună cu capitolele următoare, nu ca o introducere la acestea Observarea celulelor la microscop cu lumină Diametrul unei celule animale tipice este de - de microni, ceea ce reprezintă aproximativ o cincime din cea mai mică particule vizibilă cu ochiul liber Abia după ce au devenit disponibile microscoape de lumină bune în prima jumătate a secolului al XIX-lea, Schleiden și Schwann au sugerat că toate țesuturile vegetale și animale sunt agregate de celule individuale Această descoperire, care a avut loc în și este numită doctrina celulară, marchează nașterea oficială a biologiei celulare Celulele animale nu sunt doar foarte mici, ci și incolore și transparente În consecință, descoperirea proprietăților lor interne de bază a depins de dezvoltarea în a doua jumătate a secolului al XIX-lea a diverșilor coloranți care au făcut celulele suficient Observarea celulelor într-un microscop cu lumină contrastând pentru a considera structura lor internă În același mod, a apărut la începutul anilor În secolul al XX-lea, un microscop electronic mult mai puternic a necesitat dezvoltarea de noi metode de fixare și colorare a celulelor Abia după aceea, subtilitățile structurii interne a celulelor ar putea deveni proprietatea oamenilor de știință Până în prezent, microscopia depinde de metodele de preparare a preparatelor în același mod ca și de performanța microscopului Prin urmare, vom acorda o atenție egală atât instrumentelor, cât și pregătirii preparatelor Să începem cu microscopul cu lumină O serie de imagini care ilustrează tranziția imaginară de la degetul mare spre atomi Fiecare imagine ulterioară este de zece ori mai mare decât cea anterioară Poate fi văzut cu ochiul liber Orez Raportul dintre scalele celulelor vii și atomilor Fiecare imagine prezintă o imagine, de zece ori mai mare decât cea anterioară, într-un rând imaginar de la degetul mare, prin celula pielii, până la ribozom și setul de atomi care alcătuiesc una dintre numeroasele molecule de proteine din corpul nostru structura macromoleculelor, așa cum se arată în ultimele două imagini, se află de obicei dincolo de puterea unui microscop electronic Partea a III-a Metode Orez Rezoluţie Dimensiunile celulelor și componentele lor sunt date pe o scară logaritmică, obiecte ușor de rezolvat cu ochiul liber, microscoape cu lumină și electroni În microscopie, se folosesc adesea următoarele unități de lungime: µm (cm, micrometru) = IO- m nm (nanometru) = IO- m Ă (angstrom) = IO- m celula vegetala celula animala bacterie ribozom viral proteine globulare doar ceea ce este arătat în primele două imagini, rezoluția microscopului luminos se extinde până la a patra, microscopul electronic - aproximativ până la a șaptea sau a opta Sunt prezentate dimensiunile diferitelor structuri celulare și subcelulare și limitele imagistice ale diferitelor microscoape J Limitarea fundamentală a tuturor microscoapelor este că acest tip de radiație nu poate fi utilizat pentru a studia detalii structurale mai mici decât lungimea sa de undă Deci restricția moleculă mică atom Rezoluția unui microscop cu lumină este dată de lungimea de undă a luminii vizibile, care variază de la , µm (violet) la , µm (roșu închis) În practică, aceasta înseamnă că bacteriile și mitocondriile, care au o lățime de aproximativ nm ( , µm), sunt cele mai mici obiecte a căror formă poate fi văzută clar la microscop cu lumină Obiectele mai mici vor fi zgomotoase din cauza efectelor legate de natura ondulatorie a luminii Pentru a înțelege de ce așa iese, trebuie să urmărim traseul fasciculului de lumină pe măsură ce acesta trece prin lentilele microscopului ( ) Lumina are o natură ondulatorie, deci nu urmează calea dreaptă idealizată prezisă de optica geometrică În schimb, undele de lumină călătoresc prin sistemul optic pe mai multe căi ușor diferite Ca urmare, undele luminoase interferează între ele , ceea ce duce la apariția fenomenului de difracție optică Dacă două pachete de unde care ajung în același punct pe căi diferite sunt exact în fază (vârf la vârf, minim la minim), ele se vor întări reciproc și vor crește în luminozitate Dimpotrivă, dacă pachetele de undă sunt în antifază, ele vor interfera în așa fel încât să se neutralizeze complet sau parțial reciproc ( ) Interacțiunea luminii cu un obiect modifică raportul fazele undelor luminoase, ceea ce duce la apariția unor interferențe complexe Observarea celulelor într-un microscop cu lumină A) retină ochi ocular obiectiv condensator de probă Sursă de lumină Orez Microscop optic, a) Schema trecerii luminii într-un microscop Lumina este focalizată pe pregătirea de către lentilele condensatorului Lentilele obiectivului și ale ocularului sunt reglate astfel încât să focalizeze imaginea preparatului iluminat în ochi, b) Microscop luminos de cercetare modern (b, prin amabilitatea lui Andrew Davies ) DOUA UNDURI SUNT ÎN FAZĂ DOUA UNDURI NU SUNT ÎN FAZĂ DIM LUMINOS Orez Interferența undelor luminoase Când două unde luminoase sunt în fază, amplitudinea și luminozitatea undei rezultate cresc Două valuri de lumină, aflate în antifază, se neutralizează parțial reciproc și dau o undă, a cărei amplitudine și, prin urmare, a cărei strălucire este mai mică decât cea a celor două unde inițiale tablouri De exemplu, la o mărire mare, umbra unei margini iluminată uniform de lumină de aceeași lungime de undă arată ca un set de linii paralele ( ), și o pată rotundă ca un set de cercuri concentrice Pentru același motiv Partea a III-a Metode a) b) Orez Imagini ale graniței și ale unei surse de lumină punctuale, a) Franjuri de interferență vizibile la mărire mare atunci când lumina cu o anumită lungime de undă trece de granița unui obiect solid dintre sursa de lumină și observator, b) Imaginea unei surse de lumină punctiforme Datorită difracției, vedem un model complex de cercuri concentrice, a cărui lățime depinde de deschiderea numerică a sistemului optic: cu cât deschiderea este mai mică, cu atât este mai mare (mai estompat) modelul de difracție Două surse punctuale pot fi rezolvate numai dacă centrul primei se află pe primul inel întunecat al celui de-al doilea: așa se determină limita de rezoluție un singur punct va apărea ca un disc neclar printr-un microscop, iar două obiecte punctiforme apropiate pot produce imagini suprapuse sau pot fi îmbinate într-una singură Îmbunătățirea calității lentilelor nu poate depăși această limitare impusă de natura ondulatorie a luminii Distanța minimă la care două obiecte pot fi văzute separat - limita de rezoluție - depinde atât de lungimea de undă a luminii, cât și de deschiderea numerică a sistemului de lentile utilizat Deschiderea numerică este o măsură a lățimii pupilei de intrare a unui microscop, scalată în raport cu distanța până la obiect; cu cât microscopul "deschide ochiul" mai larg, cu atât "vede" mai "ascuțit" ( ) În cele mai bune condiții, cu lumină violetă (lungime de undă = , µm) și o deschidere numerică de , , un microscop cu lumină este teoretic capabil să ofere o rezoluție de aproximativ , µm La sfârșitul secolului al XIX-lea, producătorii de microscoape au atins această rezoluție și este rar întâlnită în microscoapele moderne, fabricate în fabrică Deși este întotdeauna posibil să mărim o imagine cât de mult dorim, de exemplu prin proiectarea ei pe un ecran, nu este posibil cu un microscop cu lumină să rezolvăm două obiecte care se află la mai puțin de , µm unul de celălalt; vor fi vizibile ca un singur obiect Fiți atenți la diferența dintre permisiune, despre care am vorbit mai sus, și înregistrare Dacă un obiect mic, ale cărui dimensiuni sunt mai mici decât limita de rezoluție, emite lumină de la sine, atunci îl putem vedea sau înregistra Astfel, putem observa un singur microtubul marcat fluorescent, deși grosimea lui este de aproximativ zece ori mai mică decât limita de rezoluție a unui microscop cu lumină Observarea celulelor într-un microscop cu lumină : Puterea de rezoluție a unui microscop depinde de lățimea fasciculului sursei de lumină și, prin urmare, de lentilele condensatorului și ale obiectivului Se calculează prin formula: Unde: Ѳ = jumătate din lățimea unghiulară a fasciculului de lumină colectat de lentila obiectiv dintr-un punct tipic de probă (deoarece lățimea maximă este de °, sin maxim Ѳ = ); n = indicele de refracție al mediului (de obicei aer sau ulei) care separă proba de lentilele obiectivului și condensator; X = lungimea de undă a luminii utilizate (pentru lumina albă este de obicei luată ca , µm) în ecuația de mai sus se numește deschiderea numerică a lentilei (NA) NA este o funcție a capacității de adunare a luminii a lentilei Pentru lentilele uscate, NA nu poate depăși , iar pentru lentilele imersate în ulei, poate ajunge la , Cu cât deschiderea numerică este mai mare, cu atât rezoluția este mai mare și imaginea este mai luminoasă (luminozitatea este importantă pentru microscopia cu fluorescență) Cu toate acestea, acest avantaj vine cu prețul unei distanțe de lucru foarte scurte și al unei adâncimi foarte mici de câmp Orez Diafragma numerică Calea razelor de lumină care trec printr-o probă transparentă într-un microscop ilustrează conceptul de deschidere numerică și relația acestuia cu limita rezoluției Totuși, fenomenul de difracție îl va face să arate neclar și să aibă o grosime de cel puțin , µm (vezi Figura ) Datorită luminii strălucitoare emise de stele, le putem vedea pe cerul nopții, deși dimensiunea lor este mult mai mică decât rezoluția unghiulară a ochiului liber Toate par să fie aceleași puncte de lumină, diferind doar prin culoare sau luminozitate Cu ajutorul metodelor sensibile de detecție, putem înregistra și urmări comportamentul unei singure molecule de proteine fluorescente la un microscop cu lumină În continuare, vom vedea cum interferența și difracția pot fi folosite pentru a studia celulele vii necolorate În microscopie, există întotdeauna posibilitatea pierderii sau perturbării unor componente ale celulei în timpul pregătirii preparatului Singura modalitate de a evita acest lucru este examinarea celulelor cât timp sunt încă în viață, fără fixare sau înghețare Pentru aceasta se folosesc microscoape ușoare cu sisteme optice speciale Partea a III-a Metode Când lumina trece printr-o celulă vie, faza undei luminoase se schimbă în funcție de indicele de refracție al celulei: o parte relativ groasă sau densă a celulei, cum ar fi nucleul, inhibă lumina care trece prin ea În consecință, faza undei este deplasată în raport cu faza luminii care a trecut prin stratul subțire adiacent al citoplasmei Microscoapele cu contrast de fază și microscoapele cu contrast cu interferență diferențială mai sofisticate utilizează fenomenul de interferență care apare atunci când aceste două seturi de unde se combină și, prin urmare, formează o imagine a structurii celulei ( ) Ambele tipuri de microscopie ușoară sunt utilizate pe scară largă pentru imagistica celule vii lumină incidentă (albă) lumina incidenta (verde) secțiune de celule colorate valuri în fază cu val nevopsită defazat Orez Două moduri de a obține o imagine de contrast în microscopia luminoasă a) Partea colorată a celulei va absorbi lumina de anumite lungimi de undă, în funcție de colorant, dar restul lungimilor de undă vor trece prin ea Astfel, se obține o imagine color a celulei, vizibilă într-un microscop convențional cu câmp luminos detalii ale structurii Faza luminii, totuși, se schimbă pe măsură ce fasciculul trece prin regiuni mai groase sau mai dense ale celulei Prin utilizarea interferenței într-un microscop cu contrast de fază sau cu interferență diferențială, pot fi vizibile mici schimbări de fază O modalitate mai ușoară de a vedea unele dintre proprietățile celulelor vii este de a observa lumina împrăștiată de diferitele lor componente Într-un microscop cu câmp întunecat, razele sursei de lumină sunt direcționate lateral, astfel încât numai razele împrăștiate cad pe lentilele microscopului Astfel, celula arată ca un obiect deschis pe un fundal întunecat Într-un microscop cu câmp luminos convențional, lumina care trece printr-o celulă în cultură formează o imagine direct Afisat compararea imaginilor aceleiași celule obținute prin patru metode de microscopie luminoasă Contrastul de fază, contrastul de interferență diferențială și microscopia câmpului întunecat fac posibilă observarea mișcărilor care apar în timpul proceselor precum mitoza și migrarea celulelor Deoarece mișcarea celulară este de obicei prea lentă pentru a fi urmărită în timp real, este adesea convenabil să utilizați mișcarea lentă Observarea celulelor într-un microscop cu lumină ee um Orez Patru tipuri de microscopie ușoară Sunt prezentate patru imagini ale aceleiași celule fibroblaste în cultură Toate imaginile pot fi obținute în majoritatea microscoapelor moderne cu componente interschimbabile ale sistemului optic a) Microscopie în câmp luminos, b) Microscopie cu contrast de fază, c) Microscopie cu contrast de interferență diferențială Nomarsky d) Microscopie în câmp întunecat timp În acest caz, camera captează cadre succesive separate de perioade scurte de timp, astfel încât setul de imagini rezultat, afișat la viteză normală, pare a fi accelerat În ultimii ani, sistemele electronice sau digitale de imagistică și tehnicile de imagistică aferente au influențat foarte mult microscopia cu lumină Au fost depășite anumite limitări practice ale microscoapelor asociate cu imperfecțiunea sistemelor optice Sistemele electronice de imagistică au depășit, de asemenea, două limitări fundamentale ale ochiului uman: ochiul nu poate vedea în lumină foarte slabă și nu poate percepe mici diferențe de intensitate a luminii pe un fundal luminos Pentru a ne îmbunătăți capacitatea de a vedea celulele în condiții de lumină scăzută, putem atașa la microscop o cameră video digitală sensibilă Asemenea camere conțin un dispozitiv de cuplare a încărcăturii (CCD) similar cu cele găsite în camerele digitale convenționale Astfel de camere CCD sunt adesea răcite pentru a reduce zgomotul imaginii După aceea, devine posibilă observarea celulelor pentru o lungă perioadă de timp la o intensitate luminoasă foarte scăzută, ceea ce face posibilă evitarea efectului distructiv al luminii strălucitoare (și al temperaturii ridicate) Aceste tipuri de camere cu lumină scăzută sunt deosebit de utile pentru observarea moleculelor fluorescente din celulele vii, așa cum este descris mai jos Deoarece imaginile capturate de camerele CCD sunt stocate electronic, ele pot fi ușor digitizate, introduse într-un computer și procesate în diferite moduri pentru a extrage informații ascunse O astfel de prelucrare a imaginii compensează diferitele deficiențe optice ale microscoapelor și face posibilă obținerea limitei teoretic posibile de rezoluție Mai mult, cu digital Partea a III-a Metode procesarea imaginii poate crește semnificativ contrastul și poate depăși limitările ochiului, ceea ce nu permite distingerea micilor abateri ale intensității luminii Deși această procesare sporește și efectele neregularităților aleatorii de fundal în sistemul optic, scăderea digitală a imaginii zonei goale rezolvă și această problemă Această metodă vă permite să vedeți mici obiecte transparente care anterior erau imposibil de distins de fundal Contrastul ridicat obținut prin microscopia de contrast cu interferență diferențială pe computer face posibilă vizualizarea unor obiecte atât de mici precum microtubuli individuali ( ) al căror diametru este , µm, care este mai puțin de o zecime din lungimea de undă a luminii Microtubulii individuali, dacă sunt marcați fluorescent, pot fi observați și la un microscop fluorescent (vezi Figura ) În ambele cazuri, totuși, efectele inevitabile de difracție estompează imaginea, astfel încât microtubulii par să aibă cel puțin , µm lățime și devine imposibil să distingem un microtubul de un grup de mai mulți b) I - µm Orez Prelucrarea imaginii a) Este prezentată o imagine digitală brută a microtubulilor necolorați, obținută prin microscopie cu contrast de interferență diferențială, b) Imaginea a fost prelucrată, în primul rând, prin scăderea digitală a fundalului iluminat neuniform, în al doilea rând, prin creșterea digitală a contrastului Imaginea procesată rezultată este mult mai ușor de interpretat Rețineți că microtubulii sunt dinamici și unii și-au schimbat lungimea sau poziția între imaginile înainte și după (Cu amabilitatea lui Viki AIIap ) Deoarece majoritatea probelor de țesut sunt prea groase pentru a examina direct celulele individuale la mărire mare, acestea trebuie tăiate în straturi sau secțiuni transparente foarte subțiri Pentru a imobiliza, ucide și conserva mai întâi celulele din țesut, acestea trebuie tratate cu un fixativ Cei mai obișnuiți fixativi sunt formaldehida și glutaraldehida, care formează legături covalente cu grupele de aminoacizi libere ale proteinelor și le coase, stabilizând și fixându-le poziția Observarea celulelor într-un microscop cu lumină Orez Tăierea țesăturii Figura arată cum se studiază un țesut fix într-un microtom într-un microtom, secțiunile sale sunt făcute preliminar pentru examinare într-un microscop cu lumină probă încorporată în parafină sau rășină lamă fixă din oțel o serie de secțiuni pe o lamă de sticlă, colorate și așezate sub lamelă o serie de felii subtiri mișcarea brațului microtomului De obicei, chiar și după fixare, țesuturile rămân moi și casante, așa că trebuie plasate într-un mediu de sprijin înainte de secționare În cea mai mare parte, ceara sau rășinile sunt folosite ca mediu de turnare În stare lichidă, aceste medii pătrund în țesutul fix și îl înconjoară; ele pot fi apoi solidificate (prin răcire sau polimerizare) Rezultatul este un bloc solid din care este ușor să tăiați secțiuni pe un microtom, un dispozitiv cu o lamă ascuțită care funcționează ca un feliător ( ) Apoi secțiunile (grosime - µm) sunt plasate deasupra sticla instrumentului microscopului Celulele (care sunt % apă) conțin puține componente care pot întârzia trecerea razelor de lumină Prin urmare, majoritatea celulelor în starea lor naturală, chiar și după fixare și secționare, sunt practic invizibile la un microscop cu lumină convențională Există trei abordări principale pentru a lucra cu secțiuni de țesut, permițându-vă să vedeți celulele în sine sau anumite componente ale acestora În primul rând, secțiunile sunt tratate în mod tradițional cu coloranți organici care au o afinitate specifică pentru anumite componente subcelulare Colorantul hematoxilina, de exemplu, are o afinitate pentru negativ molecule încărcate și, ca rezultat, vă permite să vedeți distribuția ADN-ului, ARN-ului și proteinelor acide în celulă ( ) Cu toate acestea, principiile chimice sunt specifice proprietățile multor coloranți sunt necunoscute În al doilea rând, secțiunile de țesut pot fi utilizate pentru a vizualiza profiluri diferențiale specifice de expresie a genelor Hibridizarea in situ discutată mai sus (Secțiunea ) arată distribuția celulelor și conținutul anumitor molecule de ARN într-o felie sau într-un preparat întreg al unui mic organism sau organ ( ) A treia abordare și foarte sensibilă, utilizate în mod obișnuit pentru a localiza proteinele de interes, pe baza utilizării de sonde și markeri fluorescenți (vezi mai jos) Moleculele fluorescente absorb lumina de o lungime de unda si emit lumina de o lungime de unda mai mare Dacă iluminăm un astfel de compus cu lungimea sa de undă de absorbție și îl privim printr-un filtru care permite trecerea doar a luminii cu lungimea de undă emisă, vom vedea o moleculă luminoasă pe un fundal întunecat Deoarece fundalul va fi întunecat, chiar și o cantitate mică poate fi detectată Partea a III-a Metode Orez Colorarea componentelor celulare, a) Această secțiune a canalelor colectoare ale rinichilor este colorată cu două colorații, hematoxilină și eozină, utilizate pe scară largă în histologie Fiecare tubul este compus din celule strâns împachetate (nucleele lor sunt colorate în roșu) care formează un inel Inelul este înconjurat de o matrice extracelulară colorată în violet, b) Această secțiune a rădăcinii unei plante tinere este tratată cu doi coloranți, safranină și verde puternic Pete verzi puternice pereții celulari de celuloză, în timp ce safranina colorează celulele xilemului lignificate cu roșu strălucitor (a, de la P R Wheater și colab , Funcional Histology, a -a ed Londra: Churchill Livingstone, ; b, prin amabilitatea lui Stephen Grace ) colorant fluorescent Observând același număr de molecule dintr-un colorant simplu prin metode convenționale, nu vom vedea practic nimic, deoarece moleculele vor fi doar puțin colorate atunci când partea marcată a probei este transmisă Coloranții fluorescenți utilizați pentru a marca celulele pot fi observați la un microscop fluorescent Acest microscop este similar cu un microscop obișnuit, cu excepția faptului că lumina dintr-o sursă puternică trece prin două seturi de filtre: un filtru taie lungimile de undă nedorite înainte ca acestea să ajungă la probă, celălalt filtrează lumina emisă de probă Primul filtru trece numai pe acele lungimi de undă care excită colorantul fluorescent dat, în timp ce al doilea blochează această lumină și trece doar pe lungimile de undă emise atunci când proba fluoresce ( ) Microscopia cu fluorescență este utilizată cel mai frecvent pentru a detecta proteine specifice sau alte molecule în celule și țesuturi O metodă foarte eficientă și utilizată pe scară largă este atașarea coloranților fluorescenți la moleculele de anticorpi, care apoi servesc ca reactivi de colorare foarte specifici și versatili, legându-se selectiv de anumite macromolecule pe care le recunosc în celule sau în matricea extracelulară În acest scop, doi coloranți fluorescenți sunt utilizați pe scară largă În primul rând, este o fluoresceină cu fluorescență verde strălucitoare atunci când este excitată cu lumină albastră În al doilea rând, este rodamină, care emite lumină roșie închisă atunci când este excitată cu verde-galben Observarea celulelor într-un microscop cu lumină eu Eu µm Orez Hibridarea ARN in situ Capitolul (vezi Figura ) descrie modul în care hibridizarea in situ poate fi utilizată pentru a vizualiza distribuția diferitelor ARN-uri în țesuturi Aici, folosind exemplul unui embrion de mușcă a fructelor, este prezentat profilul transcripțional a cinci gene diferite implicate în formarea embrionului timpuriu Toate sondele ARN sunt marcate fluorescent în diferite moduri (direct sau indirect) Imaginile rezultate au fost fals colorate și aliniate, astfel încât fiecare transcriere individuală să fie clar vizibilă Aici sunt prezentate profilele de expresie ale celor fără aripi [galben], înrădăcinate (albastru), gastrulație scurtă (roșu), neuroblaste intermediare defecte (verde) și gene homeobox (violet) specifice mușchilor (D Kosman și colab , Science : , Prin amabilitatea AAAS ) SURSA DE LUMINA I prim filtru de lumină: trece numai lumina albastră cu o lungime de undă de - nm Filtru de lumină de secunde: întrerupe semnalele fluorescente nedorite prin trecerea luminii verzi specifice a fluoresceinei la o lungime de undă de - nm Oglindă cu fascicule: reflectă lumina mai scurtă de nm, J dar transmite lumină mai lungă de nm obiectiv obiectiv un obiect Orez Sistemul optic al unui microscop fluorescent Setul de filtre este format din filtre de excitație ( ), filtru de emisie (sau filtru de blocare) ( ) și oglindă dicroică (divizoare de fascicul) ( ) Aici este prezentat un exemplu de set de filtre pentru detectarea unei molecule de fluoresceină fluorescentă În acest tip de microscopie, obiectivele NA înalte sunt deosebit de importante deoarece la această mărire, luminozitatea imaginii fluorescente este proporțională cu puterea a patra a NA (vezi și Figura ) Partea a III-a Metode DAPI nm ' nm nm nm nm Orez sonde fluorescente Lungimile de undă maxime de absorbție și emisie ale mai multor sonde fluorescente utilizate în mod obișnuit sunt afișate în funcție de spectrul de culori Un foton emis de o moleculă fluorescentă are în mod necesar mai puțină energie (lungime de undă mai mare) decât un foton absorbit Acest lucru poate explica diferența dintre maximele de absorbție și fluorescență CFP, GFP, YFP și RFP sunt proteine fluorescente cyan, verzi, galbene și, respectiv, roșii Acestea nu sunt coloranți și le vom discuta în detaliu mai târziu în acest capitol DAPI ( , -diamedino- -fenil, engleză DAPI) este utilizat pe scară largă ca sondă fluorescentă generală pentru ADN Absoarbe UV și fluoresce albastru strălucitor FITC este prescurtarea pentru izotiocianatul de fluoresceină, un derivat utilizat pe scară largă al fluoresceinei care emite o lumină verde strălucitoare Sondele rămase sunt utilizate în mod obișnuit pentru marcarea fluorescentă a anticorpilor și a altor proteine Su nm EXCITAŢIE RADIAȚIE lumina ( ) Reticularea unui anticorp cu fluoresceină și celălalt cu rodamină, se poate compara distribuția diferitelor molecule într-o celulă Moleculele de colorant în microscop vor fi văzute individual atunci când comutați între două seturi de filtre, fiecare dintre ele fiind specific la un anumit colorant După cum se arată în , exact cum puteți utiliza utilizați trei etichete fluorescente pentru a localiza trei molecule diferite în aceeași celulă Recent, au fost dezvoltate mai multe coloranți speciali eu I µm ley pentru microscopie cu fluorescență; acestea includ, de exemplu, Su , Su și Alexa (vezi Figura ) Acești fluorocromi organici au mai multe dezavantaje Ele sunt excitate de lumină cu o gamă de lungimi de undă foarte îngustă (deși pentru diferiți coloranți, Orez Microscopie cu fluorescență cu mai multe sonde Pentru a obține această microfotografie compozită a unei celule în mitoză, au fost folosite trei sonde fluorescente diferite pentru a colora trei componente celulare diferite Microtubulii fusului sunt marcați cu anticorp fluorescent verde, centromerii sunt marcați cu roșu, iar ADN-ul cromozomilor condensați este marcat cu colorant fluorescent albastru DAPI (Cu amabilitatea lui Kevin F Sullivan ) Observarea celulelor într-un microscop cu lumină undele sunt diferite) și se estompează destul de repede cu iluminare constantă Cu toate acestea, au fost dezvoltate recent fluorocromi anorganici mai stabili Cristale minuscule de materiale semiconductoare, numite nanoparticule sau puncte cuantice, sunt excitate de un spectru larg de lumină albastră Culoarea luminii pe care o emit depinde de dimensiunea exactă a nanocristalului, care este în mod obișnuit între și nm în diametru În plus, fluorescența lor scade foarte lent în timp ( ) Aceste nanoparticule după adăugare conexiunile la alte sonde, cum ar fi anticorpii, sunt ideale pentru observarea moleculelor în timp După introducerea într-o celulă vie, de exemplu într-un embrion, descendenții celulei originale pot fi observați chiar și după câteva zile prin fluorescență Astfel, liniile pulmonare pot fi urmărite semiconductor eu Eu nm streptavidină înveliș hidrofil Orez Nanoparticule fluorescente sau puncte cuantice Punctele cuantice sunt nanoparticule minuscule ale semiconductorului seleniură de cadmiu acoperite cu un compus special pentru a le face solubile în apă (o) Ele pot fi cuplate la sonde proteice, cum ar fi anticorpi sau streptavidină Când sunt introduse într-o celulă, se vor lega de proteina de interes Punctele cuantice de diferite dimensiuni emit lumină de lungimi de undă diferite - cu cât punctul este mai mare, cu atât lungimea de undă este mai mare - dar sunt excitați de aceeași lumină albastră, b) Punctele cuantice, spre deosebire de majoritatea coloranților organici, pot străluci săptămâni întregi În această celulă, proteina nucleară (verde) este marcată cu un colorant organic fluorescent (Alexa ) și microtubulii sunt colorați (roșu) cu puncte cuantice legate de streptavidină Când este iluminat cu lumină albastră pentru o lungă perioadă de timp, colorantul fluorescent se estompează rapid, în timp ce punctele cuantice continuă să fluoresce ( , din X Wu și colab Nat Biotechnol : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd) Tehnicile de microscopie cu fluorescență discutate mai târziu în acest capitol pot fi utilizate și pentru a observa modificări în concentrația și locația anumitor molecule în celulele vii (vezi Secțiunea ) Anticorpii sunt proteine sintetizate de sistemul imunitar al vertebratelor pentru a proteja împotriva infecțiilor (vezi discuția din capitolul ) Acestea sunt proteine unice, deoarece sunt sintetizate în miliarde de forme diferite, fiecare cu un situs de legare diferit care recunoaște o anumită moleculă țintă (sau antigen) Specificitatea ridicată a anticorpilor la antigene îi face un instrument eficient în mâinile unui biolog celular Anticorpii marcați cu sonde fluorescente sunt indispensabili pentru detectarea unor molecule specifice în celule folosind microscopia fluorescentă ( ) Etichetat cu electron-dens Partea a III-a Metode Orez Imunofluorescență, a) Micrografie a marginii unei celule epiteliale cultivate, obținută cu ajutorul unui microscop electronic cu transmisie Puteți vedea distribuția microtubulilor și a altor filamente ) Aceeași zonă colorată cu anticorpi fluorescenți împotriva tubulinei, proteina din care sunt asamblați microtubulii Imaginea a fost obținută folosind metoda imunocitochimiei indirecte (vezi Fig ) Săgețile roșii indică microtubuli individuali vizibili în ambele imagini Rețineți că, datorită difracției într-un microscop luminos, grosimea microtubulilor pare a fi de , µm, deși diametrul lor real este de , µm (M Osborn, R Webster și K Weber, J Cell Biol : R -R , Prin amabilitatea The Rockefeller University Press ) particulele, cum ar fi particulele de aur coloidal, anticorpii sunt utilizați în scopuri similare în microscopia electronică (vezi mai jos) Când folosim anticorpi pentru a detecta și analiza molecule specifice din celule, deseori îmbunătățim semnalul de fluorescență prin mijloace chimice De exemplu, în timp ce o moleculă marker, cum ar fi un colorant fluorescent, poate fi legată direct de anticorpul utilizat pentru recunoașterea specifică, anticorpul primar, un semnal mai puternic poate fi obținut cu un anticorp primar nemarcat, care interacționează apoi cu un set de legare de secundar marcat anticorpi ( ) Acest proces se numește imunocitochimie indirectă În cele mai sensibile metode de amplificare a semnalului, o enzimă este utilizată ca moleculă marker reticulat cu un anticorp secundar Enzima fosfataza alcalină, de exemplu, în prezența compușilor chimici corespunzători produce fosfat anorganic, care, la rândul său, duce la formarea unui precipitat colorat Ca rezultat, se poate determina locația anticorpului secundar și, prin urmare, locația complexului antigen-anticorp Deoarece fiecare moleculă de enzimă catalizează reacția pentru a forma mii de molecule de produs, chiar și cantități foarte mici de antigen pot fi detectate Pe baza acestui principiu, testul imunosorbent legat de enzime Enzyme Linked Immunoșorbent Assay, ELISA) în plăci este adesea folosit în medicină ca metodă foarte sensibilă de analiză, de exemplu, în testele de sarcină sau diferite tipuri de infecții Deși îmbunătățirea enzimatică face Observarea celulelor într-un microscop cu lumină anticorpi de iepure împotriva antigenului A antigenul A imobilizat anticorpi marcați împotriva anticorpilor de iepure Orez Imunocitochimie indirectă Această metodă de detectare este foarte sensibilă deoarece fiecare anticorp primar este recunoscut de multiple molecule de anticorpi secundare Anticorpii secundari sunt legați covalent de o moleculă marker permițându-le să fie detectați cu ușurință Coloranții fluorescenți (pentru microscopia cu fluorescență), enzima peroxidază de hrean (pentru microscopia ușoară convențională sau microscopia electronică), particulele de aur coloidal (pentru microscopia electronică) și enzimele fosfatază alcalină sau peroxidază (pentru detectarea biochimică) sunt utilizate pe scară largă ca astfel de molecule Testele imunosorbente legate de enzime sunt foarte sensibile, difuzia precipitatului colorat limitând rezoluția spațială a acestei metode în microscopie Pentru o localizare vizuală mai precisă, se folosesc coloranți fluorescenți Anticorpii se obțin cel mai ușor prin injectarea repetată a unei probe de antigen într-un animal, cum ar fi un iepure sau o capră, și apoi colectarea serului îmbogățit cu anticorpi Acest ser imunitar, sau antiser, conține un amestec heterogen de anticorpi, fiecare produs de o celulă diferită care secretă anticorpi (limfocitul B) Diferiți anticorpi recunosc diferite părți ale moleculei de antigen (numiți determinanți antigenici sau epitopi), precum și contaminanți străini din proba de antigen Îndepărtarea moleculelor de anticorpi nedorite care leagă alte molecule crește specificitatea serurilor imune pentru un anumit antigen; de exemplu, un antiser al proteinei X, când este trecut printr-o coloană de cromatografie de afinitate care conține antigene X, se va lega de aceștia, iar restul anticorpilor vor trece Anticorpul anti-X purificat poate fi apoi eluat din coloană Cu toate acestea, eterogenitatea unor astfel de seruri imune limitează uneori aplicabilitatea lor Această problemă este rezolvată prin utilizarea anticorpilor monoclonali (vezi Figura ) Cu toate acestea, există și unele probleme asociate cu anticorpii monoclonali Deoarece sunt anticorpi proteici dintr-o singură specie, ei prezintă specificitate aproape perfectă pentru un singur situs sau epitop pe un antigen, dar disponibilitatea epitopului și, prin urmare, eficacitatea anticorpilor, pot depinde de procesul de preparare a probei De exemplu, unii anticorpi monoclonali vor interacționa numai cu antigene libere, alții numai după utilizarea anumitor fixativi, iar alții doar cu proteine denaturate într-un gel de poliacrilamidă în prezența SDS și nu cu proteine în conformația lor nativă După cum am văzut, în cazul microscopiei cu lumină convențională, este necesară realizarea unor secțiuni de țesut subțire; cu cât tăietura este mai subțire, cu atât imaginea este mai clară Partea a III-a Metode În timpul procesului de tăiere, pierdem informații despre a treia dimensiune spațială Cum se poate obține o imagine a arhitecturii tridimensionale a unei celule sau a unui țesut și cum putem vedea structura microscopică a unei probe care, indiferent de motiv, nu poate fi tăiată mai întâi? Deși un microscop optic se concentrează pe un anumit plan focal dintr-un specimen D complex, toate celelalte părți ale specimenului de sub și deasupra planului focal sunt, de asemenea, iluminate Lumina care vine din aceste zone contribuie și ea la imagine, dând neclaritate nefocalizată Ca urmare, interpretarea detaliilor imaginii poate deveni mult mai dificilă, iar structura fină poate deveni obscură din cauza luminii nefocalizate Această problemă este rezolvată folosind două abordări diferite, dar complementare: computațională și optică Aceste tehnici de imagistică microscopică D permit ca un specimen gros să fie focalizat pe un plan ales, ignorând lumina care vine din zonele defocalizate de sub și deasupra acelui plan Astfel, se poate observa o secțiune optică clară, subțire Dintr-un set de astfel de secțiuni optice realizate la diferite adâncimi de probă, este ușor să reconstruiți o imagine tridimensională pe un computer Aceste tehnici le oferă microscopiştilor ce face tomografia (prin alte mijloace) pentru radiologii care studiază corpul uman: ambele aparate produc imagini detaliate felie-cu-secţiune ale funcţionării interne a unei structuri intacte Abordarea computațională este adesea denumită deconvoluție de imagine Pentru a înțelege cum funcționează, amintiți-vă că, datorită naturii ondulatorii a luminii într-un sistem de lentile de microscop, o sursă punctuală de lumină apare ca un mic disc neclar (vezi Figura ) Neclaritatea sa crește dacă sursa de lumină se află sub sau deasupra planului focal O astfel de imagine neclară a unei surse de lumină punctuală se numește funcție de răspândire punct Apoi fiecare punct al preparatului poate fi înlocuit cu discul neclar corespunzător Ca rezultat, vom obține o imagine neclară a unui obiect complex Pentru deconvoluție noi, de obicei cu o cameră CCD răcită, obținem mai întâi un set de imagini (încețoșate) concentrând alternativ microscopul pe diferite planuri focale Setul de imagini digitale este apoi procesat de un computer pentru a elimina cât mai mult posibil neclaritate În esență, programul de calculator folosește funcția de răspândire a punctului a microscopului pentru a determina modul în care neclaritatea va afecta imaginea și apoi aplică "neclaritatea inversă" (deconvoluție) echivalentă, transformând imaginea D neclară într-un set de felii optice curate Calculele necesare sunt destul de complexe și au limitat foarte mult cercetătorii în trecut Cu toate acestea, acum că computerele au devenit mai rapide și mai ieftine, metoda de deconvoluție a unei imagini câștigă popularitate Pe fig prezintă un exemplu de aplicare a acestei abordări Microscopul confocal oferă secțiuni optice prin eliminarea luminii nefocalizate Microscopul confocal rezolvă aceeași problemă ca și convoluția inversată, dar manipulând lumina înainte de a o măsura; Aceasta este o metodă analogică, nu digitală Sistemul optic al unui microscop confocal este foarte complex, dar principiul de bază ilustrat în Fig este destul de simplu Conform rezultatelor obţinute, microscopia confocală este semnificativ superioară microscopia optică convenţională (Fig ) Observarea celulelor la microscopul luminos a) b) I I µm Orez Convoluția inversă a imaginii, a) Micrografie luminoasă a unui cromozom mare de politen Drosophila colorat cu un colorant fluorescent care leagă ADN-ul, b) După convoluția inversă a imaginii, benzile cromozomilor devin vizibile Fiecare bandă are o lățime de aproximativ , µm, ceea ce este aproape de rezoluția unui microscop (Cu amabilitatea laboratorului John Sedat ) În mod obișnuit, un microscop folosește optică fluorescentă (vezi Figura ), dar în loc să ilumineze întreaga probă dintr-o dată, așa cum se face de obicei, sistemul optic concentrează un punct de lumină într-un singur punct la o anumită adâncime a probei la orice dată timp Acest lucru necesită o sursă punctiformă de lumină foarte strălucitoare; de obicei se folosește un laser, al cărui fascicul este trecut printr-o diafragmă cu diametru foarte mic Fluorescența emisă de substanța iluminată este colectată și fotografiată folosind un detector de lumină adecvat O diafragmă pinhole este plasată în fața detectorului într-o poziție confocală față de diafragma laser, adică fasciculele emise de punctul iluminat al probei sunt exact focalizate Astfel, lumina din acest punct al preparatului converge spre diafragmă și merge spre detector Pe de altă parte, lumina din zonele din afara planului focal al iluminării este, de asemenea, în afara focalizării orificiului de stifturi și, prin urmare, este în mare parte tăiată de detector (vezi Figura ) Pentru a construi o imagine bidimensională, datele sunt citite secvenţial din fiecare punct al planului focal prin scanarea raster a întregului plan (ca pe un ecran TV) Imaginea este afișată pe ecranul video Figura nu arată că scanarea se realizează de obicei prin reflectarea fasciculului cu o oglindă oscilantă situată între oglinda dicroică și lentila obiectiv astfel încât fasciculul laser iluminant și diafragma confocală să fie exact în același registru Microscopul confocal a făcut posibilă descifrarea structurilor multor obiecte tridimensionale complexe ( ), inclusiv a rețelelor de fibre citoscheletice în citoplasmă şi distribuţia cromozomilor şi genelor în nucleu Valoarea relativă a microscopiei deconvoluției și confocale pentru microscopia optică D este încă discutabilă Partea a III-a Metode o probă fluorescentă este iluminată printr-o diafragmă cu un fascicul de lumină focalizat lumina fluorescentă emisă de un punct focal este focalizată pe diafragmă și merge la detector emisă în afara punctului de focalizare, lumina nu este focalizată pe diafragmă și este întreruptă de detector Orez Microscop fluorescent confocal În această diagramă simplificată, puteți vedea că aranjarea componentelor optice este similară cu microscopul standard cu fluorescență prezentat în Figura Principala diferență este că un laser (o) este utilizat pentru a ilumina o diafragmă pinhole a cărei imagine este focalizată pe un singur punct de pe specimen Fluorescența emisă de acest punct al probei este focalizată pe a doua diafragmă (confocală) (b) Lumina emisă din alte zone ale probei nu este focalizată pe deschidere și, prin urmare, nu contribuie la imaginea finală (c) Prin scanarea probei cu un fascicul laser, se construiește o imagine bidimensională foarte clară a planului focal, nederanjată de lumina din alte zone ale probei Microscoapele confocale sunt în general mai ușor de utilizat decât sistemele de deconvoluție, iar secțiunile optice rezultate pot fi văzute rapid Pe de altă parte, camerele CCD (Charge-Coupled Device) răcite utilizate în sistemele de deconvoluție sunt foarte eficiente în colectarea luminii de intensitate scăzută și pot fi folosite pentru a crea imagini D detaliate ale specimenelor care sunt ușor colorate sau ușor deteriorate de lumina microscopului confocal Ambele metode au însă un alt dezavantaj: nu funcționează bine cu mostre groase Metodele de deconvoluție devin rapid ineficiente la adâncimi mai mari de µm, în timp ce microscoapele confocale sunt capabile să realizeze imagini până la µm În prezent, microscoapele confocale speciale folosesc principiul excitării moleculelor fluorescente pentru a pătrunde mai adânc în probă De obicei, moleculele fluorescente sunt excitate de un singur foton de înaltă energie a cărui lungime de undă este mai mică decât lumina emisă, dar pot fi excitate suplimentar Observarea celulelor într-un microscop cu lumină Orez Comparație între microscopia convențională și microscopia confocală Acestea sunt două fotomicrografii ale aceluiași embrion de Drosophila în stadiul de gastrula, colorate cu o sondă fluorescentă pentru filamente de actină, o) Imaginea normală brută este neclară din cauza prezenței structurilor fluorescente sub și deasupra focalului plan, b) Pe imaginea confocală, această informație defocalizată este îndepărtată și se obține o secțiune optică clară a celulelor embrionare (Cu amabilitatea lui Richard Warn și Peter Shaw ) prin absorbția a doi (sau mai mulți) fotoni de energie mai mică, cu condiția ca aceștia să ajungă la moleculă într-o femtosecundă sau mai puțin Utilizarea unei astfel de excitații la o lungime de undă mai mare are câteva avantaje importante Pe lângă reducerea zgomotului de fundal, lumina roșie sau aproape infraroșie este capabilă să pătrundă mai adânc în eșantion Microscoapele confocale multifotonice concepute folosind acest efect de "doi fotoni" sunt de obicei capabile să producă imagini clare chiar și la o adâncime a probei de , mm Acest lucru este deosebit de valoros atunci când studiem țesuturile vii, de exemplu, pentru a vizualiza activitatea dinamică a sinapselor și a neuronilor de lângă suprafața unui creier viu ( ) µm Orez Reconstituirea D a imaginilor microscopului confocal Polenul, în acest caz o floarea pasiunii, are un perete celular sculptat complex care conține compuși fluorescenți Imaginile realizate la diferite adâncimi ale granulelor de polen pot fi combinate pentru a obține o structură D a întregului grăunț de praf (afișat în dreapta) Trei felii optice individuale dintr-un set complet de , fiecare fără aproape nicio contribuție din feliile învecinate, sunt afișate pe ecran stânga (Cu amabilitatea lui Brad Amos ) Partea a III-a Metode NTfffffi Orez Imagini multifotonice Lumina infraroșie are un efect mai puțin dăunător asupra celulelor vii și este capabilă să pătrundă mai adânc în țesuturile vii Efectul cu doi fotoni, în care un fluorocrom poate fi excitat prin absorbția simultană a doi fotoni infraroșii în loc de un singur foton de înaltă energie, ne permite să vedem până la , mm adâncime în cortexul creierului unui șoarece viu Colorantul, a cărui fluorescență se modifică odată cu concentrația de calciu, prezintă sinapse active care variază în timp (galben) pe spinii dendritici (roșu) (Cu amabilitatea lui Karel Svoboda ) Chiar și cele mai stabile structuri celulare trebuie asamblate, dezasamblate și transformate în timpul ciclului de viață al celulei Alte structuri, adesea uriașe la scară moleculară, se schimbă rapid, se mișcă și se rearanjează pe măsură ce celula își gestionează procesele interne și răspunde la mediul său Elemente complexe, foarte organizate ale aparatului molecular, mută componente în jurul celulei, controlând mișcarea în și în afara nucleului, de la un organel la altul și în interiorul și în afara celulei însăși Au fost dezvoltate mai multe metode pentru a face vizibile anumite componente ale celulelor vii la microscop Cele mai multe dintre aceste abordări implică utilizarea proteinelor fluorescente și necesită un compromis între integritatea structurală și etichetarea eficientă Toate moleculele fluorescente descrise mai sus sunt sintetizate în afara celulei și apoi introduse artificial în ea Acum, după descoperirea genelor care codifică inerent molecule de proteine fluorescente, noi posibilități sunt deschise Ingineria genetică face acum posibilă crearea de linii celulare sau organisme care își sintetizează propriile markeri și etichete vizibile fără a introduce molecule străine Astfel de celule își expun funcționarea interioară în lumină fluorescentă strălucitoare Principala dintre proteinele fluorescente utilizate în acest scop este Green Fluorescent Protein (GFP) izolată din meduza Aequoria victoria Această proteină este în mod normal codificată de o singură genă care poate fi donată și introdusă în celulele altor organisme Proteina sintetizată nu face fluorescență la început, dar după aproximativ o oră (mai mult sau mai puțin în cazul unor alele genice), suferă modificări post-translaționale autocatalitice pentru a forma un centru fluorescent eficient și luminos, înconjurat de volumul intern al unui butoi proteina in forma ( ) Intens Mutageneza specifică locului a secvenței genice originale a dus la fluorescență utilă într-o varietate de organisme, de la animale și plante la ciuperci și microbi Eficiența fluorescenței a fost, de asemenea, îmbunătățită și au fost create forme alternative ale proteinei care diferă în spectre de absorbție și emisie în intervalul albastru-verde-galben Nou descoperit la corali Observarea celulelor într-un microscop cu lumină Orez Proteina verde fluorescentă (GFP) Pe structura GFP prezentată schematic aici, unsprezece foi de p sunt clar vizibile, formând pereții "butoiului" În interiorul "butoiului" se află un cromofor activ (verde închis), care se formează post-translațional din lanțurile laterale proeminente ale trei reziduuri de aminoacizi (Adaptat după M Orgpb și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) o familie înrudită de proteine fluorescente a făcut posibilă utilizarea regiunii roșii a spectrului (vezi Fig ) Una dintre cele mai simple aplicații ale GFP este utilizarea sa ca moleculă reporter - o sondă fluorescentă pentru observarea expresiei genelor Este posibil să se creeze un organism transgenic în care secvența care codifică GFP va fi sub controlul transcripțional al promotorului genei de interes Acest lucru face posibilă observarea directă a profilului de expresie a genelor într-un organism viu ( ) Alte aplicare - atașarea unei peptide semnal la GFP pentru a o direcționa într-un compartiment specific al celulei, cum ar fi reticulul endoplasmatic sau mitocondriile Ca rezultat, organelele sunt iluminate și pot fi observate în stare de viață (vezi Fig , b) Secvența de codificare a ADN-ului GFP poate fi de asemenea inserată la începutul sau la sfârșitul genei unei alte proteine, rezultând sinteza unui produs himeric constând din această proteină și domeniul GFP atașat acesteia În multe cazuri, o astfel de proteină himerică GFP se comportă în același mod ca proteina originală, indicând direct poziția și funcția acesteia, datorită genetic Orez Utilizarea proteinei fluorescente verzi (GFP) ca reporter În acest experiment cu muștele de fructe, gena GFP a fost legată (prin ADN recombinant) de un promotor de muște activ doar într-un set specific de neuroni Această imagine a unui embrion de muscă viu a fost obținută folosind un microscop fluorescent În fotografie sunt vizibili aproximativ de neuroni, fiecare cu procese lungi (axoni și dendrite) care comunică cu alte celule (nefluorescente) Acești neuroni sunt localizați chiar sub suprafața animalului și îi permit acestuia să simtă împrejurimile sale imediate (W B Grueberetal , Curr Biol : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Partea a III-a Metode colorare codificată ( ) Se poate dovedi adesea că un himeric o proteină GFP este echivalentă din punct de vedere funcțional cu o proteină nemarcată; de exemplu, poate fi folosit pentru a salva un mutant căruia îi lipsește proteina originală Etichetarea GFP este modalitatea cea mai transparentă și fără ambiguitate de a arăta distribuția și dinamica unei proteine într-un organism viu ( ) b) Orez Proteine marcate cu GFP a) Suprafața superioară a frunzelor plantei Arabidopsis este acoperită cu peri uriași unicelulari ramificati care ies deasupra planului epidermei Acești peri, sau tricomi, pot fi observați la microscopul electronic cu scanare, b) Dacă Arabidopsis este transformat cu un Secvența de ADN care codifică talin (proteina de legare a actinei) și reticulat cu secvența GFP, proteina fluorescentă sintetizată talin leagă filamentele de actină în toate celulele vii ale plantei transgenice Microscopia confocală permite observarea dinamicii întregului citoschelet de actină tricom (verde) Fluorescența roșie provine din clorofila celulelor frunzelor aflate sub epidermă (Cu amabilitatea lui Paul Linstead (a) și Jaideep Mathur (b) ) eu Eu µm Orez Dinamica etichetării GFP Această secvență de microfotografii arată un set de imagini D ale unui nucleu viu luate pe parcursul unei ore Celulele de tutun au fost transformate stabil cu GFP legată de o proteină de îmbinare concentrată în corpuri nucleare mici numite corpi Cajal (vezi Figura ) Corpurile Cajal fluorescente, vizibile clar într-o celulă vie folosind microscopia confocală, sunt structuri dinamice care se mișcă în jurul nucleului (Cu amabilitatea lui Kurt Boudonck, Liam Dolan și Peter Shaw ) Observarea celulelor într-un microscop cu lumină În prezent, proteinele fluorescente sunt folosite nu numai pentru a localiza o anumită proteină într-o celulă, ci și pentru a studia proprietățile sale cinetice și interacțiunea cu alte proteine Aici descriem trei metode în care GFP și proteinele înrudite sunt utilizate în aceste scopuri Prima metodă este de a observa interacțiunea unei proteine cu alta folosind Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) În această abordare, al cărei principiu este descris mai sus (vezi Figura ), două molecule de interes sunt marcate cu fluorocromi diferiți, alese astfel încât spectrul de emisie al uneia dintre ele să se suprapună cu spectrul de absorbție al celeilalte Dacă două proteine se leagă între ele și fluorocromii lor se apropie de mai puțin de nm, un fluorocrom transferă energia luminii absorbite celuilalt Astfel, atunci când complexul este iluminat cu lumină la lungimea de undă de excitație a primului fluorocrom, fluorescența detectată va fi la lungimea de undă de emisie a celui de-al doilea fluorocrom În această metodă, două forme spectrale diferite de GFP pot fi utilizate ca fluorocromi și pot fi observate procese precum interacțiunea moleculelor semnal cu receptorii sau proteinele din complexele macromoleculare ( ) Organizarea ridicată și rapiditatea multor procese intracelulare, de exemplu, acțiunea moleculelor de semnalizare sau mișcarea proteinelor citoscheletice, complică studiul lor la nivelul unei singure celule În mod ideal, dorim să introducem într-o celulă vie orice moleculă de interes la un moment precis specificat și într-o poziție precis specificată și să urmărim comportamentul și răspunsul ulterioare al celulei Orez Transferul energiei rezonante prin fluorescență (FRET) Acest experiment arată că proteina Slalp poate interacționa îndeaproape cu proteina Abplp implicată în atașarea actinei corticale la suprafața celulelor de drojdie în devenire Slalp este exprimat în celula de drojdie celula (a) ca proteină himerică cu un derivat galben al GFP (YFP) Abplp este exprimat ca o proteină himerică (b) cu forma albastră a GFP (CFP) Semnalul FRET (vezi și Fig ), prezentat aici în roșu (c), este obținut prin excitarea CFP dar prin detectarea fluorescenței YFP, care va fi emisă numai dacă cele două proteine sunt aproape una de cealaltă (la mai puțin de , nm una de cealaltă) Nacortex (d) după combinarea (a), (b) și (c) sunt vizibile trei tipuri de pete: pete simple Slalp (săgeți în a), pete unice Abplp (săgeată în b) și pete ale complexului de semnalizare FRET al acestora proteine, fals colorate și a căror imagine corectată este prezentată în (e) Deoarece Slalp este deja implicat în formarea incluziunilor celulare, acest experiment a legat fizic acest proces de procesul de atașare a actinei la cortexul celular (Din D T Warren et al , J Cell Sci : - , Prin amabilitatea Companiei de Biologi ) G) Partea a III-a Metode la această moleculă Microinjecțiile nu permit controlul precis al locului și timpului de livrare a moleculei O abordare mai eficientă este de a sintetiza o formă inactivă a moleculei fluorescente de interes, de a o introduce în celulă și de a o activa brusc la un loc celular ales prin focalizarea unui fascicul de lumină asupra acesteia Acest proces se numește fotoactivare Astfel de precursori moleculari fotosensibili inactivi, adesea denumiți molecule "răucite", au fost proiectați pentru mulți fluorocromi Un microscop poate fi folosit pentru a focaliza fasciculul laser intens pe cea mai mică zonă a celulei, astfel încât experimentatorul să poată controla unde și când molecula fluorescentă este fotoactivată O clasă de proteine fluorescente "blocate" este produsă prin atașarea unui marker fluorescent fotoactivat la o proteină purificată Este important ca proteina modificată să rămână activă din punct de vedere biologic: marcarea cu un colorant fluorescent "blocat" adaugă un grup voluminos la suprafața proteinei, care poate modifica cu ușurință proprietățile proteinei Un protocol de etichetare satisfăcător este de obicei dezvoltat prin încercare și eroare Odată ce o proteină marcată biologic activă a fost sintetizată, aceasta trebuie introdusă în celulă (vezi Figura ) unde poate fi observat comportamentul ei De exemplu, tubulina marcată cu o valoare fluorescentă "blocata", atunci când este introdusă într-o celulă în diviziune, poate fi încorporată în microtubulii fusului mitotic de fisiune Când o zonă mică a fusului este iluminată cu un laser, tubulina marcată începe să fluoresce, ceea ce face ușoară urmărirea mișcării sale de-a lungul microtubulilor (Fig !) a) c) Orez Vizualizarea mișcării microtubulilor în fusul mitotic folosind o fluoresceină "blocata" asociată cu tubulina a) Trei markeri fluorescenți sunt incluși în fusul metafază format in vitro în extractul de ouă de Xenopus: tubulină marcată cu rodamină (roșu) pentru a eticheta toate microtubuli, colorant albastru de legare a ADN-ului pentru marcarea cromozomilor și marcat cu tubulină fluoresceină "blocata", care este, de asemenea, încorporată în toți microtubulii, dar nu este vizibilă deoarece nu are fluorescență până când este activată de lumina ultravioletă b) Un fascicul de lumină UV activează local tubulina marcată cu fluoresceină "blocata" în stânga plăcii de metafază În următoarele câteva minute (la c - după , minute, la d - după , minute), semnalul de fluoresceină-tubuline "blocat" migrează la polul stâng al fusului Acest lucru indică faptul că tubulina se mișcă în mod constant, deși fusul (vizibil prin fluorescența roșie a tubulinei marcate cu rodamină) rămâne în mare parte neschimbat (Din K E Sawin și T J Mitchison, J Cell Biol : - , Prin amabilitatea The Rockefeller University Press ) Observarea celulelor într-un microscop cu lumină Tehnica de fotoactivare a fost îmbunătățită odată cu descoperirea că genele care codifică GFP și proteinele fluorescente înrudite pot fi modificate (de obicei printr-o singură schimbare a aminoacizilor) pentru a produce forme de proteine care fluorescează slab în condiții normale de excitare, dar care pot fi făcute să fluoresce intens prin activarea acestora un fascicul luminos de lumină de o lungime de undă excelentă Ca atare, microscopistul poate monitoriza în unanimitate comportamentul local al oricărei proteine care poate fi exprimată ca proteină himerică cu una dintre aceste forme de GFP Datorită acestor proteine fluorescente fotoactivate codificate genetic, nu este nevoie să se introducă o sondă în celulă Mai mult, ele fac posibilă studierea ciclului de viață și a comportamentului oricărei proteine independent de alte proteine nou sintetizate ( ) fluorescență de fotoactivare în zona selectată A) Os s min min b) Orez Fotoactivare Fotoactivarea este tranziția indusă de lumină a unei molecule de la o stare inertă la o stare activă În acest experiment, o formă fotoactivată de GFP este exprimată într-o celulă animală de cultură Înainte de activare (timp ) în zona selectată (cerc roșu), atunci când este excitat cu lumină albastră la o lungime de undă de nm, fluorescența GFP nu este detectată deloc sau nivelul său este foarte scăzut Cu toate acestea, după ce GFP este activat cu un fascicul laser de nm, GFP începe să aibă fluorescență strălucitoare (verde) în regiunea selectată Este posibil să se cuantifice mișcarea GFP pe măsură ce difuzează din această regiune Deoarece doar moleculele activate fluoresc în celulă, pot fi observate căile de migrare a proteinelor, turnover și degradare (b, de la J Lippincott-Schwartz și G H Patterson, Science : - , Cu amabilitatea AAAS ) A treia modalitate de a utiliza proteinele himerice cu GFP este utilizarea unui fascicul de lumină laser focalizat pentru a stinge fluorescența GFP într-o anumită regiune a celulei Analiza dependenței de timp a modului în care moleculele de proteină fluorescente rămase migrează în zona albită oferă informații despre parametrii cinetici ai proteinei Această tehnică, care necesită de obicei utilizarea unui microscop confocal, este cunoscută sub numele de Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) și, la fel ca fotoactivarea, poate oferi date cantitative valoroase despre proteina de interes, cum ar fi coeficienții de difuzie, ratele Partea a III-a Metode după Aproximativ min albire min min µm fotoalbire zona selectată restaurare cu fluorescență fotoalbire în zona selectată brut b) celula de control Orez Recuperarea fluorescenței după fotoalbire (FRAP) Lumina laser intensă, concentrată, stinge sau înălbește fluorescența GFP Prin fotoalbirea selectivă a unui set de proteine marcate fluorescent într-o zonă dată a celulei, microscopistul poate observa recuperarea în timp, pe măsură ce moleculele fluorescente rămase migrează în zona albită Experimentul prezentat în (a) a folosit celule de maimuță în cultură care sintetizează galactosiltransferaza, o enzimă care circulă constant între aparatul Golgi și reticulul endoplasmatic Aparatul Golgi dintr-una dintre cele două celule a fost fotoalbit și sinteza noii proteine fluorescente a fost blocată prin tratarea celulelor cu cicloheximidă Recuperarea rezultată din migrarea enzimei fluorescente din ER la Golgi poate fi observată în timp, b) Schema experimentului prezentat în (a), (a, de la J Lippincott-Schwartz și colab , Histochem Cell) Biol : - , Prin amabilitatea Springer-Verlag ) transportul activ sau viteza de legare și disociere atunci când interacționează cu alte proteine ( ) O modalitate de a studia chimia unei singure celule vii este introducerea directă a vârfului unui microelectrod selectiv de ioni de sticlă subțire în volumul intern al celulei prin membrana plasmatică Această metodă este utilizată pentru a măsura concentrația intracelulară a ionilor anorganici precum H+, Na+, K+, C și Ca + Cu toate acestea, microelectrozii ion-selectivi măsoară concentrația ionilor doar într-un punct al celulei, iar pentru ionii a căror concentrație este scăzută, cum ar fi Ca +, semnalul este lent și instabil În același timp, astfel de microelectrozi nu sunt potriviți pentru înregistrarea modificărilor rapide și nestaționare ale concentrației Observarea celulelor într-un microscop cu lumină Ca + citoplasmatic, care joacă un rol important în răspunsul celulelor la semnalele extracelulare Astfel de modificări pot fi analizate folosind indicatori selectivi de ioni, a căror emisie de lumină reflectă concentrația locală de ioni Acești indicatori sunt împărțiți în emițător de lumină spontan (luminiscent) și atunci când sunt iluminați (fluorescent) Aequorin este o proteină luminiscentă izolată din meduza marine; emite lumină în prezența Ca + și răspunde la modificări ale concentrației de Ca + variind de la , µM la µM De exemplu, atunci când este injectată într-un ou, aequorina emite un fulger de lumină ca răspuns la eliberarea locală bruscă de Ca + în citoplasmă care are loc în timpul fertilizării ( ) Equorin de asemenea exprimat prin metode de inginerie genetică în plante și alte organisme pentru a obține o metodă de observare a ionilor de Ca + în toate celulele fără a fi nevoie de microinjecții, ceea ce poate fi o procedură dificilă s µm Orez Aequorin, o proteină luminiscentă Proteina luminiscentă aequorina emite lumină în prezența Ca + liber Aici, aequorina a fost introdusă în celula de ou a unui pește medaka, care a difuzat prin citosol Ovulul a fost apoi fertilizat cu un spermatozoid și observat cu o cameră foarte sensibilă Cu un interval de secunde, au fost făcute patru fotografii din partea laterală a punctului de intrare a spermatozoizilor Imaginile arată valuri de eliberare de Ca în citosol din depozitele intracelulare de sub suprafața membranei plasmatice Această undă se propagă de la locul de penetrare a spermatozoizilor în întregul ovul, așa cum se arată în figurile din stânga (Fotografii reproduse de la J C Gilkey, L L Jaffe, E B Ridgway și G T Reynolds, J Cell Biol : - , ) Prin amabilitatea The Rockefeller University Press ) Moleculele bioluminiscente precum aequorina emit o cantitate foarte mică de lumină, în cel mai bun caz câțiva fotoni per moleculă indicator, care sunt greu de măsurat Indicatorii fluorescenți produc un ordin de mărime mai mulți fotoni per moleculă; astfel, sunt mai ușor de măsurat și oferă o rezoluție spațială mai bună Au fost sintetizați indicatori fluorescenți de Ca + care leagă strâns Ca + și absorb sau emit lumină de lungimi de undă ușor diferite în starea liberă și legată de Ca + Măsurând raportul intensităților de fluorescență la două lungimi de undă de excitare sau de emisie, se poate determina raportul de concentrație al indicatorului legat de Ca + și al indicatorului liber și astfel Partea a III-a Metode Orez Vizualizarea concentrației intracelulare de Ca + folosind un indicator fluorescent Arborele ramificat al dendritelor celulei Purkinje din cerebel primește peste de sinapse de la alți neuroni Semnalul de la celulă este transmis de-a lungul unui singur axon care iese din corpul celulei în partea de jos a figurii Această imagine a concentrației intracelulare de Ca + într-o singură celulă Purkinje (din creierul unui cobai) a fost obținută folosind o cameră cu sensibilitate ridicată și un indicator fluorescent selectiv de Ca + fura- Concentrația de Ca + liber este afișată în diferite culori: roșu corespunde concentrației maxime, albastrul corespunde minimului Cel mai ridicat nivel de Ca se găsește în mii de ramuri dendritice (Cu amabilitatea DW Tank, J A Soppog, M Sugimori și R R Llinas ) µm măsoară cu precizie concentrația de Ca + liber Astfel de indicatori sunt utilizați pentru monitorizarea secundă cu secundă a modificărilor concentrației de Ca + intracelular în diferite părți ale celulei într-un microscop fluorescent (Fig ) Indicatori fluorescenți similari sunt utilizați pentru a măsura alți ioni; unele, de exemplu, reacţionează la H+ şi, prin urmare, permit determinarea pH-ului Unii dintre acești indicatori pot intra în celulă prin difuzie și, prin urmare, nu trebuie să fie microinjectați; aceasta permite observarea unui număr mare de celule individuale simultan cu un microscop cu fluorescență Noi tipuri de indicatori, utilizați împreună cu tehnici moderne de imagistică, au condus la metode rapide și precise pentru analizarea modificărilor concentrației multor molecule mici diferite dintr-o celulă Sunt disponibile mai multe metode de introducere a substanțelor în celulă pentru care membrana este impermeabilă Este adesea util să se introducă într-o celulă vie molecule pentru care membrana este impermeabilă Acestea pot fi anticorpi care recunosc proteine intracelulare, proteine celulare normale marcate cu un marker fluorescent sau molecule care afectează funcționarea celulei O abordare este de a microinjecta molecule în celulă folosind o micropipetă de sticlă Odată microinjectați într-o celulă, anticorpii pot bloca funcția moleculei cu care interacționează De exemplu, un anticorp anti-miozină II, atunci când este injectat într-un ou de arici de mare fertilizat, îl împiedică să se împartă în două, în ciuda faptului că diviziunea nucleară se desfășoară normal Această observație sugerează că miozina II joacă un rol cheie în procesele de contracție care separă citoplasma în timpul diviziunii celulare, dar nu este necesară pentru diviziunea nucleară Microinjecția, deși utilizată pe scară largă, necesită introducerea unei micropipete în fiecare celulă individual În consecință, doar câteva sute de celule pot fi studiate simultan Alte abordări fac posibilă permeabilitatea simultană a membranelor unor populații mari de celule De exemplu, o întrerupere parțială a membranei plasmatice a celulelor o face mai permeabilă; acest lucru se face de obicei folosind un șoc electric puternic sau compuși chimici, cum ar fi soluții slabe de detergenți Avantajul abordării electrice este că Observarea celulelor într-un microscop cu lumină că permite crearea de pori largi în membrana plasmatică fără a deteriora membranele intracelulare În funcție de tipul celulei și puterea curentului, porii permit chiar și macromoleculelor să intre (și să iasă) din celulă Acest proces de electroporare este, de asemenea, valoros pentru genetica moleculară ca metodă de introducere a moleculelor de ADN în celule Cu o utilizare limitată, majoritatea celulelor își regenerează membrana plasmatică și supraviețuiesc A treia metodă de introducere a moleculelor mari în celule este fuziunea veziculelor cu membrană închisă care conțin aceste molecule cu membrana plasmatică Astfel, "marfa" lor intră în celule Această metodă este utilizată pe scară largă pentru a furniza acizi nucleici celulelor de mamifere, cum ar fi ADN pentru studii de transfecție sau ARN pentru experimente ARNi (descris în Capitolul ) În domeniul medicinei, această abordare este utilizată pentru livrarea țintită a noilor compuși de medicamente În cele din urmă, ADN-ul și ARN-ul pot fi aplicate particulelor minuscule de aur și aruncate în celulă la viteză mare Celulele vii care au ingerat aceste particule de aur acoperite cu acid nucleic (de obicei, mai puțin de µm în diametru) sunt capabile să integreze eficient ARN-ul introdus (utilizat pentru a studia expresia tranzitorie sau ARNi, de exemplu) sau ADN-ul (pentru transfecția stabilă) Toate cele patru metode prezentate în Fig sunt utilizate pe scară largă în biologia celulară , L Lumina poate fi folosită nu numai pentru a vizualiza obiecte microscopice, ci și pentru a le manipula Fotonii au un impuls mic Aceasta înseamnă că un obiect care absoarbe sau reflectă un fascicul de lumină experimentează o forță mică În cazul surselor de lumină convenționale, această presiune de radiație este prea scăzută pentru a merita luată în considerare Dar este important la scară cosmică (prevenirea colapsului gravitațional al stelelor) și, într-o oarecare măsură, într-un laborator biologic, unde un fascicul laser intens poate oferi suficientă forță pentru a muta obiecte mici în interiorul unei celule Dacă un fascicul laser este îndreptat către un obiect al cărui indice de refracție este mai mare decât cel al mediului înconjurător, fasciculul este reflectat și un număr foarte mare de fotoni își schimbă direcția Cursul reflexiei fotonului face ca obiectul să rămână în focalizarea fasciculului; dacă începe să se schimbe din poziția sa, presiunea radiației o readuce, acționând mai puternic pe o parte a acesteia Astfel, prin manipularea unui fascicul laser focalizat, de obicei în infraroșu, deoarece este cel mai puțin absorbit de componentele celulei, se poate crea "pensete optice" pentru a muta obiecte subcelulare precum organele și cromozomii Această tehnică, denumită uneori pensetă laser, este utilizată pentru a măsura forțele impuse de moleculele individuale de actinmiozină, microtubuli individuali și ARN polimeraza (Figura ) Razele laser direcționate intense, care sunt bine absorbite de obiectele biologice, pot fi folosite pentru manipulări mai puțin elegante ca bisturii optice pentru a ucide celulele individuale, a arde sau tăia găuri în ele sau pentru a separa o componentă intracelulară de alta Astfel, dispozitivele optice pot servi ca instrumente de bază pentru microchirurgia celulară celula este plasată într-o substanță X vezicule membranare închise între doi electrozi fără AI sau ATP oră, h Orez Q Proteină reporter fluorescentă concepută pentru a detecta tirozin kinaza ( ) a) Structura domeniului a proteinei reporter Sunt indicate patru domenii: CFP, YFP, peptida substrat tirozin kinazei și domeniul de legare a fosfotirozinei ) Rezultate FRET YFP/CFP este normalizat la la momentul Reporterul este incubat în prezența (sau absența) AL și ATP la momentele indicate Săgeata indică timpul de adăugare a tirozin fosfatazei (Din A Y Ting, K H Klain, R M Klemke și RYTsien, Proc Natl Acad Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe din SUA ) Partea a III-a Metode intensități de fluorescență la nm și nm (YFP CFP) când CFP este excitat de lumină la o lungime de undă de nm Incubarea proteinei reporter cu tirozin kinaza AL în prezența ATP are ca rezultat o creștere a emisiei CFP YFP (Fig Q b) În absența proteinei ATP sau AI, FRET nu este observată FRET este, de asemenea, suprimat prin adăugarea de tirozin fosfatază (Figura Q b) Descrieți, în măsura în care puteți, modul în care proteina reporter detectează prezența tirozin kinazei AL În practică, rezoluția microscoapelor electronice moderne este de aproximativ , nm Motivul principal pentru această limită este deschiderea numerică mică (n sin Ѳ), care este limitată de Ѳ (jumătate din lungimea unghiulară a razelor colectate de lentila obiectiv) Presupunând că lungimea de undă (X) a electronului este de , nm și indicele de refracție (n) este , , se calculează valoarea Comparați această valoare cu caracteristica = a microscoapelor ușoare , X rezoluție = -H l sin Ѳ Este greu să disting gropițele de denivelări doar privind modelul de umbră Luați în considerare a, care arată un set de cercuri umbrite În Figura Q , a, cercurile par a fi umflături, dar, de fapt, atunci când imaginea este pur și simplu răsturnată (Figura Q , b), cercurile încep să apară ca goluri Aceasta este o iluzie vizuală clasică Exact aceeași iluzie este observată în timpul depunerii metalului (vezi micrografiile electronice în Fig Q ) Pe una dintre ele, se pare că membrana este acoperită cu proeminențe, iar pe cealaltă - cu multe depresiuni Poate microscopistul să spună cu certitudine că una dintre opinii este corectă sau poate cineva să aleagă în mod arbitrar? Explică-ți răspunsul Orez Q Bulbii și depresiuni ( ) a) Cercuri umbrite care par a fi umflături b) Off- cercuri umbrite care par a fi gropi, vig) Micrografii electronice aranjate astfel încât membrana pare a fi acoperită cu umflături și, respectiv, gropi (c și d, prin amabilitatea lui Andrew Staehelin ) Literatura Celis JE, Carter N , Simons K et al (eds ) ( ) Cell Biology: A Laboratory Handbook, a -a ed San Diego: Academic Press (Volumul din acest set de patru volume acoperă aspectele practice ale majorității metodelor actuale de imagistică cu lumină și electroni care sunt utilizate în biologia celulară, în timp ce volumul acoperă transferul de molecule în celis ) Pawley B P (ed ) ( ) Handbook of Biological Confocal Microscopy, a -a ed New York: Springer Science Adams MC, Salmon WC, Gupton SL și colab ( ) Un sistem de microscop confocal cu disc rotativ multi-spectral de mare viteză pentru microscopie cu pată fluorescentă a celisului viu Metode : -v Agard DA, Hiraoka Y , Shaw P & Sedat JW ( ) Miroscopia fluorescentă în trei dimensiuni În Methods in Cell Biology, voi : Microscopie cu fluorescență a Celisului viu în cultură, partea B (DLTaylor, Y -L Wang eds ) San Diego: Academic Press Centonze VE ( ) Introducere în imagistica cu excitație multifotonica pentru științe biologice Metode Cell Biol : - Chalfie H , Tu Y , Euskirchen G et al ( ) Green fluorescent protein as a maker for gene expression Science : - Giepmans BN, Adams SR, Ellisman MH și Tsien RY ( ) Setul de instrumente fluorescent pentru evaluarea locației și funcției proteinelor Science : - Harlow E & Lane D ( ) Anticorpi Un manual de laborator Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Haugland RP (ed ) ( ) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, a -a ed Eugene, OR: Molecular Probes, Inc (Disponibil online la http: www probes com ) Jaisway JK & Simon SM ( ) Potențialele și capcanele punctelor cuantice fluorescente pentru imagistica biologică Trends Cell Biol : - Jares Erijman EA & Jovin TM ( ) Imagistica FRET biotehnologia naturii : - Lippincott-Shwartz J , Altan-Bonnet N & Patterson G ( ) Photobleaching and photoactivation; urmând dinamica proteinelor în celis vii Nature Cell Biol : S -S Minsky M ( ) Memorie despre inventarea microscopului confocal de scanare Scanare : - Miyawaki A , Sawano A & Kogure T ( ) Lighting up celis: labeling proteins with fiuorophores Nature Cell Biol : SI-S Parton RM & Read ND ( ) Calcium and pH imaging in living Celis În Light Microscopy In Biology, A Practicai Approach, Ed a II-a (Lacey AJ ed ) Oxford: Oxford lTniversity Press Sako Y & Yanagida T ( ) Vizualizarea cu o singură moleculă în biologia celulară Natura Rev Mol Biol celular : SS -SS Sekar RB & Periasamy A ( ) Imagistica microscopică de transfer de energie prin rezonanță fluorescentă (FRET) a localizărilor proteinelor celulare vii J Cell Biol : - Partea a III-a Metode Shaner N C , Steinbach R A & Tsien RY ( ) Un ghid pentru alegerea proteinelor fluorescente Nature Methods : - Sheetz MP (ed ) ( ) Laser Tweezers in Cell Biology Metode Cell Biol Sluder G & Wolf DE ( ) Video Microscopy Ed a -a Metode Cell Biol Stevens DJ & Allan ( ) Light Microscopy Techniques for Live Cell Imaging Știința : - Tsien RY ( ) Imaginând viitorul imagisticii Nature Rec Mol Cell Rec :SS -SS Weiss D G Maile W, Wick RA & Steffen W ( ) Microscopie video În Light Microscopy in Biology: A Practicai Approach, a -a ed (AJ Lacey ed ) Oxford: Oxford University Press White JG, Amos WB & Fordham M ( ) An evaluation of confocal versus conventional imaging of biological structures by fluorescence light microscopy J Cell Biol : - Zernike F ( ) Cum am descoperit contrastul de fază Science : - Celule și molecule la microscopul electronic Allen T D & Goldberg MW ( ) SEM de înaltă rezoluție în biologia celulară Trends Cell Biol : - Baumeister W ( ) Tomografia electronică: spre vizualizarea organizării moleculare a citoplasmei Curr Opinează Struct Biol : - Bottcher B , Wynne SA & Crowther RA ( ) Determinarea pliului proteinei de bază a virusului hepatitei B prin criomicroscopie electronică Natura : - Dubochet J , Adrian M , Chang J -J et al ( ) Microscopia crioelectronică a specimenelor vitrificate Q Rec Biophys : - Frank J ( ) Electron microscopy of functionl ribosome complexs Biopolimeri : - Hayat MA ( ) Principles and Techniques of Electron Microscopy, a -a ed , Cambridge: Cambridge LTniversity Press Heuser J ( ) Înghețare rapidă, pregătire în adâncime a probelor pentru microscopie electronică D Trends Biochim sci : - Lippincott Schwartz J & Patterson GH ( ) Dezvoltarea și utilizarea markerilor proteici fluorescenți în celulele vii Știința : - McIntosh R , Nicastro D & Mastronarde D ( ) Noi vederi ale celulelor în D: o introducere în tomografia electronică Trends Cell Biol : - McDonald KL & Auer M ( ) Înghețare la presiune înaltă, tomografie celulară și biologie celulară structurală Biotechniques : - Pease DC & Porter KR ( ) Microscopie electronică și ultramicrotomie J Cell Biol : s- s Unwin PNT & Henderson R ( ) Determinarea structurii moleculare prin microscopie electronică a specimenelor de cristal necolorate J Mol Biol : - PARTEA IV ORGANIZAREA INTERNĂ A CELULEI Capitole Transportul pe membrană al moleculelor mici și proprietățile electrice ale membranei Structura membranelor Conversie energetică: mitocondrii și cloroplaste transport vezicular intracelular Compartimentele intracelulare și sortarea proteinelor Mecanisme de semnalizare intercelulară citoschelet ciclul celulei apoptoza Structura membranei Membranele celulare sunt esențiale pentru funcționarea celulelor Membrana plasmatică înconjoară celula, îi definește limitele și menține distincțiile necesare între citosol și mediul extracelular În interiorul celulelor eucariote, membranele reticulului endoplasmatic, aparatul Golgi, mitocondriile și alte organite cu membrană închisă păstrează diferențe caracteristice între conținutul fiecărui organel și citosol Gradienții de ioni de-a lungul membranei, creați prin acțiunea proteinelor membranare specializate, pot fi utilizați pentru a sintetiza ATP, pot fi forța motrice din spatele transportului transmembranar al anumitor substanțe dizolvate sau, în cazul celulelor nervoase și musculare, pot crea și transmite semnale electrice În toate celulele, membrana plasmatică conține, de asemenea, proteine care acționează ca senzori pentru semnale externe, permițând celulei să-și schimbe comportamentul ca răspuns la stimulii de mediu, inclusiv semnalele de la alte celule; acești senzori de proteine, sau receptori, transmit informații prin membrană, nu molecule În ciuda funcțiilor lor diferite, toate membranele biologice au o structură comună: sunt o peliculă foarte subțire de lipide (grăsimi) și proteine ținute împreună în principal prin interacțiuni non-covalente ( ) Membranele celulare sunt structuri dinamice, fluide; majoritatea moleculelor lor constitutive se deplasează continuu în planul membranei Moleculele de lipide sunt organizate într-un strat dublu continuu de aproximativ nm grosime Acest dublu strat lipidic este structura fluidă de bază a membranei dublu strat lipidic ( nm) molecula de lipide molecule de proteine molecula de lipide -molecula de proteine Orez Trei vederi ale membranei celulare, a) Micrografie electronică a unei secțiuni a membranei plasmatice (globule roșii umane), b și c) Aceste figuri arată vederi bidimensionale și tridimensionale ale membranei celulare și dispunerea generală a acesteia componente lipidice și proteice (A, prin amabilitatea lui Daniel S Friend ) Partea a IV-a Organizarea internă a celulei și servește ca o barieră relativ impenetrabilă pentru majoritatea moleculelor solubile în apă Molecule de proteine care pătrund în bistratul lipidic {proteine transmembranare; vezi fig ) mediază practic orice altă funcție a membranei, cum ar fi transportul anumitor molecule prin ea sau cataliza reacțiilor legate de membrană, cum ar fi sinteza ATP În membrana plasmatică, unele proteine transmembranare funcționează ca legături structurale care conectează citoscheletul prin bistratul lipidic fie la matricea extracelulară, fie la celula vecină, în timp ce alte proteine servesc ca receptori pentru percepția și transducția semnalelor chimice din mediu După cum v-ați aștepta, pentru ca o celulă să funcționeze corect și să interacționeze cu mediul ei, sunt necesare multe proteine diferite Se estimează că proteinele din membrană reprezintă aproximativ % din proteinele codificate de genomul celulelor animale În acest capitol, ne vom uita la structura și organizarea celor două componente principale ale membranelor biologice, lipidele și proteinele Deși vom vorbi în principal despre membrana plasmatică, majoritatea principiilor descrise se aplică diferitelor membrane celulare interne Funcțiile membranelor celulare vor fi discutate în următoarele capitole: rolul membranelor în sinteza ATP, de exemplu, este discutat în capitolul ; participarea lor la transportul transmembranar al moleculelor mici - în capitolul ; și rolul în semnalizarea celulară și adeziunea celulară în capitolele și, respectiv, În capitolele și , vom discuta despre membranele interioare ale celulei și despre migrarea proteinelor prin și între ele dublu strat lipidic Bistratul lipidic este structura de bază a tuturor membranelor celulare Stratul dublu este ușor de văzut cu un microscop electronic, iar structura sa este complet determinată de proprietățile speciale ale moleculelor de lipide, care se împachetează spontan în straturi duble chiar și în condiții artificiale simple Principalele lipide din membranele celulare sunt fosfogliceridele, sfingolipidele și steroizii Moleculele de lipide alcătuiesc aproximativ % din masa majorității membranelor celulare animale, aproape toate celelalte sunt proteine Zona dublu strat lipidic de x µm conține aproximativ x molecule de lipide IO , ceea ce corespunde cu aproximativ molecule de lipide IO din membrana plasmatică a unei celule animale mici Toate moleculele de lipide din membranele celulare sunt amfifile, adică constau dintr-o parte hidrofilă ("iubitoare de apă") sau polară și o parte hidrofobă ("frică de apă") sau nepolară Cea mai mare parte a membranei conține fosfolipide Ele constau dintr-un "cap" polar și două "cozi" de hidrocarburi hidrofobe În celulele animale, vegetale și bacteriene, "cozile" sunt de obicei acizi grași care variază în lungime (pot conține de la la de atomi de carbon) Una dintre cozi are de obicei una sau mai multe legături duble cis (adică este nesaturată), în timp ce cealaltă coadă nu are legături duble (adică este saturată) După cum se arată în Figura , fiecare legătură dublă cis creează o ușoară legătură îndoire în "coadă" Diferențele de lungime și de saturație a cozilor de acizi grași afectează modul în care moleculele de fosfolipide se pliază în stratul dublu și, prin urmare, fluiditatea membranei, așa cum vom vedea mai târziu Bistrat lipidic polar (hidrofil) "cap" COLINA eu FOSFAT eu SI - N+;CH,; CH eu DESPRE eu GLI ERIN eu o eu "cozi" nepolare (hidrofobe) eu eu c=o c=o eu eu CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH eu dublu ch ch Legătura I cis CH CH CH sn i CH CH CH CH CH Ch CH Orez Părți ale unei molecule de fosfogliceridă Iată (o) schematică, ( ) formula, (c) model spațial și (d) simbolul fosfatidilcolinei Îndoirea (îndoirea) cauzată de prezența unei duble legături cis este exagerată pentru claritate Principalele fosfolipide din majoritatea membranelor celulare animale sunt fosfogliceridele, care se bazează pe glicerol cu trei atomi de carbon (vezi Fig ) Cele două "cozi" de acizi grași cu lanț lung sunt legate prin ester de carbonii adiacenți ai glicerolului, iar al treilea carbon este legat de unul dintre mai multe tipuri diferite de grup cap Prin variația acizilor grași și a grupurilor de cap, celulele sintetizează multe tipuri de fosfogliceride Fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina și fosfatidilcolina sunt principalele fosfogliceride din membranele celulare de mamifere ( a-c) O altă fosfolipidă importantă, sfingomielina, este sintetizată din sfingozină și nu din glicerină (Fig , d-e) Sfingozina este un lanț acil lung cu o grupare amino (NH ) și două grupări hidroxil (OH) la capătul moleculei În sfingomielină, "coada" acidului gras este legată de gruparea amino, iar gruparea afosfocolină de gruparea hidroxil terminală A doua grupare hidroxil rămâne liberă și contribuie la proprietățile polare ale grupului cap vecin prin capacitatea sa de a forma legături de hidrogen cu "capetele" lipidelor, moleculelor de apă sau proteinelor membranare învecinate Împreună, fosfolipidele fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamină, fosfatidilserina și sfingomielina formează mai mult de jumătate din masa lipidică din majoritatea membranelor celulare de mamifere (vezi Tabelul ) Pe lângă fosfolipide, straturile duble lipidice ale multor membrane celulare conțin colesterol și glicolipide Membranele plasmatice eucariote sunt deosebit de bogate în colesterol ( ) - până la o moleculă pentru fiecare Partea a IV-a Organizarea internă a celulei O = p - O DESPRE CH -CH-CH Î ch - ch - ch " •S X C=O c=o >s O o=p- N-O) care conține un electron nepereche al cărui spin creează un semnal paramagnetic Acest semnal poate fi înregistrat folosind un spectrometru de rezonanță paramagnetică electronică (EPR) (Principiile acestei metode sunt similare cu cele ale RMN descrise în Capitolul ) Din spectrul EPR, se poate determina traiectoria și orientarea lipidei marcate cu spin în stratul dublu Studiile de acest fel au arătat că moleculele de fosfolipide din straturile duble artificiale migrează foarte rar de la un monostrat pe o parte la un monostrat pe cealaltă Acest proces, cunoscut sub numele de "tranziție flip-flop", are loc pentru fiecare moleculă individuală mai puțin de o dată pe lună Cu toate acestea, colesterolul este o excepție de la această regulă și trece de la un monostrat la altul foarte repede Pe de altă parte, moleculele de lipide își schimbă cu ușurință locurile cu vecinii lor într-un monostrat (~ ori pe secundă) Ca rezultat, difuzia laterală rapidă are loc cu un coeficient de difuzie (D) de aproximativ IO cm s Aceasta înseamnă că, în medie, o moleculă de lipide difuzează pe lungimea unei celule bacteriene mari (~ µm) în aproximativ secundă Aceste studii au arătat, de asemenea, că moleculele de lipide se rotesc foarte rapid de-a lungul axei lor lungi și au lanțuri de hidrocarburi flexibile Modelarea computerizată arată că moleculele de lipide din membrane sunt foarte dezordonate și formează suprafețe neuniforme în apă pe ambele părți ale stratului dublu din "capete" situate la distanțe diferite și orientate diferit ( ) Studii similare privind mișcarea moleculelor de lipide marcate în membranele biologice izolate și celulele vii au condus la aceleași rezultate ca și în cazul straturilor duble artificiale Ei au arătat că componenta lipidică a membranelor biologice este un lichid bidimensional în care constituenții Bistrat lipidic Orez Mobilitatea moleculelor de fosfolipide într-un strat dublu lipidic artificial Calculatorul a calculat poziția fiecărui atom în modelul a de molecule de fosfatidilcolină în de picoseconde de dinamică moleculară Datorită acestor calcule teoretice (care în au necesitat săptămâni de încărcare a procesorului), a fost construit un model cu două straturi lipidice care ia în considerare aproape toate caracteristicile măsurabile ale straturilor lipidice artificiale, inclusiv grosimea acestora, numărul de molecule de lipide pe zonă de membrană, pătrunderea apei adâncimea și rugozitatea suprafeței Rețineți că, cu o lungime suficientă, cozile într-un monostrat pot interacționa cu cozile în altul, b) Diferite mișcări ale moleculei de lipide în stratul dublu, (a, pe baza SW Chui și colab , Biophys J : - , ) Prin amabilitatea Societății de Biofizică ) moleculele sale se deplasează liber în direcția laterală Ca și în bistraturile artificiale, moleculele de lipide rămân de obicei într-un singur strat Această limitare creează probleme pentru sinteza lor Moleculele de fosfolipide se formează într-un singur monostrat membranar, în principal în monostratul citoplasmatic al membranei reticulului endoplasmatic Dacă niciuna dintre moleculele sintetizate nu ar fi capabilă să migreze suficient de rapid în monostratul non-citoplasmatic, un nou strat dublu lipidic nu ar putea fi sintetizat Această problemă este rezolvată de o clasă specială de enzime transmembranare numite translocatori de fosfolipide, care catalizează tranziția rapidă flip-flop a fosfolipidelor de la un monostrat la altul (vezi capitolul ) Fluiditatea straturilor duble lipidice depinde de compoziția lor Fluiditatea membranelor celulare trebuie controlată cu precizie Eficiența anumitor procese de transport membranar și funcționarea enzimelor, de exemplu, este redusă atunci când vâscozitatea stratului dublu este crescută artificial la o valoare peste valoarea de prag, Fluiditatea unui strat dublu lipidic depinde de compoziția și temperatura acestuia, ceea ce a fost demonstrat în experimente pe straturi duble artificiale Un strat dublu artificial format dintr-un tip de fosfolipide se schimbă de la o stare lichidă la o stare de cristal lichid bidimensional (sau gel) la o temperatură caracteristică de îngheț O astfel de schimbare de stare se numește tranziție de fază și temperatură Partea a IV-a Organizarea internă a celulei lanţuri de hidrocarburi nesaturate cu duble legături cis lanţuri de hidrocarburi saturate Orez Influența legăturilor duble cis asupra lanțurilor de hidrocarburi Legăturile duble interferează cu împachetarea strânsă a lanțurilor, făcând stratul dublu lipidic mai rezistent la îngheț Mai mult, deoarece lanțurile de hidrocarburi ale lipidelor nesaturate sunt distanțate mai larg, straturile duble lipidice care le conțin sunt mai subțiri decât straturile duble formate exclusiv din grăsimi saturate turul la care are loc este mai mic (adică membrana devine mai dificilă congela) dacă lipidele conțin lanțuri de hidrocarburi scurte sau nesaturate Lungimea mai scurtă a lanțului împiedică "cozile" hidrocarburilor să interacționeze între ele atât în cadrul aceluiași monostrat, cât și în monostraturi diferite Legăturile duble duc la formarea de îndoituri în lanțurile de hidrocarburi, care contracarează împachetarea densă a lipidelor, astfel încât membrana rămâne lichidă la temperaturi mai scăzute ( ) Bacterii, drojdie și alte organisme nismele, a căror temperatură este egală cu temperatura ambiantă, au ajustat compoziția de acizi grași a membranelor lor astfel încât să se mențină o fluiditate aproximativ constantă De exemplu, dacă temperatura scade, celulele acestor organisme sintetizează acizi grași cu un număr mare de legături cis duble și evită astfel scăderea fluidității dublu strat care altfel ar avea loc după o temperatură de frig Colesterolul reglează proprietățile straturilor duble lipidice Când este amestecat cu fosfolipide, îmbunătățește proprietățile de barieră ale stratului dublu lipidic Se integrează în stratul dublu în așa fel încât gruparea sa hidroxil să fie aproape de capetele polare ale fosfolipidelor, iar inelele sale rigide de steroizi plat interacționează și imobilizează parțial părțile lanțurilor de hidrocarburi cele mai apropiate de capetele polare (vezi Fig ) Prin reducerea mobilității primelor grupe CH ale lanțurilor hidrocarburice ale moleculelor de fosfolipide, colesterolul face ca stratul lipidic din această regiune să fie mai puțin deformabil și, în consecință, reduce permeabilitatea stratului dublu pentru moleculele mici solubile în apă Deși colesterolul densifică împachetarea lipidelor în stratul dublu, nu face membranele mai puțin fluide La concentrații mari, caracteristice majorității membranelor plasmatice eucariote, colesterolul împiedică și convergența și cristalizarea lanțurilor de hidrocarburi B prezintă compoziția lipidică a mai multor substanțe biologice membranelor Rețineți că membranele plasmatice bacteriene constau adesea dintr-un tip major de fosfolipide și nu conțin colesterol; stabilitatea lor mecanică este sporită de peretele celular din jurul celulei (vezi Fig ) În arhee, lipidele conțin de obicei lanțuri de prenil cu - de atomi de hidrocarburi, mai degrabă decât acizi grași Lanțurile de prenil și de acizi grași sunt la fel de hidrofobe și flexibile (vezi Figura e) Astfel, straturile duble lipidice pot fi compuse din molecule cu proprietăți similare, dar cu naturi chimice diferite Membranele plasmatice ale majorității celulelor eucariote sunt mai diverse decât cele ale procariotelor și arheilor Ele nu numai că conțin o cantitate mare de colesterol, dar constau și dintr-un amestec de diverse fosfolipide Bistratul lipidic Tabelul Compoziția lipidică aproximativă a diferitelor membrane celulare Procentul total de lipide în masă Іpid Membrana plasmatică a celulelor hepatice Membrana plasmatică a celulelor roșii ale covi Mielină Mitocondrii (membrane interioare și exterioare) Reticulul endoplasmatic Bacteriile E co// Colesterol fosfatidl- etanolamină Fosfatidil- Urmă serină cantitate stva fosfatidil- colină Sfingomie- lin Glicolipide TraceTrace cantități de cantități Sunt alții pids Analiza spectrometrică de masă a lipidelor membranei a arătat că compoziția lipidică a unei membrane celulare tipice este mult mai complexă decât era de așteptat Conform acestor studii, membranele sunt compuse din - de tipuri diferite de lipide Pe de o parte, această diversitate reflectă diferite combinații de grupuri de cap, lungimi de cozi de hidrocarburi și saturație a claselor majore de lipide, dar membranele conțin și multe lipide minore foarte diferite din punct de vedere structural, dintre care cel puțin unele îndeplinesc funcții foarte importante Fosfolipidele de inozitol, de exemplu, se găsesc în cantități foarte mici, dar joacă un rol cheie în transportul membranar și semnalizarea celulară (aceste procese sunt discutate în capitolele și, respectiv, ) Sinteza și degradarea lor locală sunt reglate de un număr mare de enzime , care atât sintetizează mici molecule de semnalizare intracelulară, cât și formează locuri de andocare a lipidelor pe membrane, care, așa cum vom discuta mai târziu, leagă anumite proteine ale citosolului Deoarece stratul dublu lipidic este un fluid bidimensional, se poate presupune că majoritatea tipurilor de molecule de lipide sunt distribuite uniform în monostrat Forțele de atracție van der Waals dintre cozile de hidrocarburi adiacente nu sunt suficient de selective pentru a ține împreună moleculele de fosfolipide Cu toate acestea, în anumite amestecuri de lipide, diferite lipide se pot apropia temporar unele de altele, creând un mozaic dinamic de domenii În straturile duble lipidice artificiale compuse din fosfatidilcolină, sfingomielină și colesterol, interacțiunile van der Waals între Partea a IV-a Organizarea internă a celulei i b) µm eu µm Orez Separarea fazelor laterale în straturi lipidice artificiale, a) Lipozomii uriași derivați dintr-un amestec : de fosfatidilcolină și sfingomielină formează straturi duble uniforme, în timp ce (b) lipozomii derivați dintr-un amestec : : de fosfatidilcolină, sfingomielină și colesterol sub formă de bistraturi două faze nemiscibile Lipozomii sunt colorați cu urme de colorant fluorescent care pătrunde doar în una dintre faze Dimensiunea medie a domeniilor formate în astfel de lipozomi artificiali giganți este mult mai mare decât în membranele biologice, unde plutele pot avea doar câțiva nanometri în diametru (a, de la N Kahya și colab , J Struct Biol : ) - , Prin amabilitatea lui Elsevier; b, prin amabilitatea Petrei Schwille ) Lanțurile de hidrocarburi ale moleculelor de sfingomielină pot fi suficient de puternice pentru a ține temporar moleculele adiacente împreună ( ) Oamenii de știință au dezbătut mult timp dacă moleculele de lipide din membranele plasmatice ale celulelor animale pot forma temporar domenii specializate numite plute lipidice Anumite regiuni specializate ale membranei plasmatice, cum ar fi caveolele implicate în endocitoză (vezi capitolul ), sunt îmbogățite în sfingolipide și colesterol Se crede că proteinele specifice, care sunt asamblate în caveole, ajută la stabilizarea acestor plute Deoarece lanțurile de hidrocarburi ale sfingolipidelor sunt mai lungi și mai drepte decât cele ale altor lipide membranare, plutele sunt mai groase decât restul stratului dublu (vezi Fig ) și rețin mai bine anumite proteine membranare ( ) Astfel, separarea laterală a proteinelor și lipidelor în plute, în principiu, ar trebui să fie un proces de stabilizare reciprocă Plutele lipidice pot ajuta la organizarea proteinelor membranare, fie prin concentrarea lor pentru transport în veziculele membranare (vezi capitolul ), fie prin lucrul împreună în agregarea proteinelor, așa cum se întâmplă, de exemplu, când traduc un semnal extracelular într-unul intracelular (vezi capitolul ) ) Majoritatea celulelor stochează excesul de lipide în picături de grăsime, de unde pot fi extrase pentru a fi utilizate ca blocuri în sinteza membranelor sau ca sursă de hrană Celulele adipoase, uneori numite și adipocite, sunt specializate pentru stocarea grăsimilor (vezi Figura ) Conțin un număr mare de picături mari de grăsime, din care, dacă este necesar, acizii grași pot fi eliberați și transportați prin fluxul sanguin Bistrat lipidic Orez Influența plutelor lipidice asupra straturilor duble lipidice artificiale, a) Profilul suprafeței unui strat dublu artificial care conține plute lipidice, obținut prin microscopia cu forță atomică Rețineți că zonele plutei afișate în portocaliu sunt mai groase decât restul stratului dublu; ca în figura , plutele conțin în principal sfingomielină și colesterol Vârfurile galbene ascuțite sunt molecule de proteine asociate cu "ancora" cu două straturi de glicozilfosfatidilinozitol (GPI) (prezentată în Figura , exemplul ) și care se concentrează în regiunea plutelor, b) Se crede că datorită grosimii lor mai mari și compoziției lipidice, plutele sunt capabile să concentreze anumite proteine membranare (verde închis), (o, de la D E Saslowsky și colab , J Biol Chem : - , Prin amabilitatea Societății Americane de Biochimie și Biologie Moleculară ) b) i pluta lipidica canal în alte celule Picăturile de grăsime stochează grăsimi neutre, cum ar fi triacilgliceridele și esterii de colesterol, care sunt sintetizate de enzimele din acizii grași și colesterolul din membrana reticulului endoplasmatic Deoarece aceste lipide nu poartă "capete" hidrofile, ele sunt complet hidrofobe și formează mai degrabă picături tridimensionale decât bistraturi Picăturile de grăsime sunt organite unice, deoarece sunt înconjurate de un singur monostrat de fosfolipide care conțin o cantitate mare de proteine Unele dintre aceste proteine sunt enzime implicate în metabolismul grăsimilor, dar funcțiile celor mai multe sunt necunoscute Dacă o celulă este expusă la concentrații mari de acizi grași, picăturile de grăsime se formează foarte repede Ele sunt formate din zone separate ale membranei reticulului endoplasmatic, unde sunt concentrate multe enzime ale metabolismului grăsimilor Este prezentat unul dintre modelele pentru formarea picăturilor de grăsime și a împrejurimilor un monostrat de fosfolipide și proteine care le stoarce În multe membrane, monostraturile cu două straturi lipidice diferă semnificativ în compoziția lipidică De exemplu, în membrana celulelor roșii din sângele uman, aproape toate moleculele de fosfolipide care conțin colină (CH ) N + CH CH OH (fosfatidilcolină și sfingomielină) în "capul" lor sunt situate în monostratul exterior, în timp ce aproape toate lipidele care conțin grupul amino terminal cel mai simplu în cap (fosfatidil etanol amină și fosfatidilserina) sunt concentrate în monostratul interior ( ) Din moment ce este negativ pentru fosfatidilserina fuzionată este localizată în monostratul interior, se menține o diferență semnificativă de sarcină între cele două jumătăți ale stratului dublu În capitolul , vom discuta despre modul în care translocatorii fosfolipidelor legați de membrană creează și mențin asimetria în compoziția lipidelor Partea a IV-a Organizarea internă a celulei dublu strat de fosfolipide triacilgliceride și esteri de colesterol proteine asociate reticulul endoplasmatic monostrat fosfolipidic Orez Model pentru formarea picăturilor de lipide Lipidele neutre sunt situate între membranele reticulului endoplasmatic Ele formează o picătură tridimensională care înmugurează din reticulul endoplasmatic și devine un organel separat, înconjurat de un singur monostrat de fosfolipide și proteinele asociate acestora (Adaptat după S Martin și R G Parton, Nat Rev Mol Cell Biol : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) SPAȚIU EXTRACELULAR CITOSOLE Orez Distribuția asimetrică a fosfolipidelor și a glicolipidelor în stratul dublu lipidic al globulelor roșii umane Culorile "capetelor" fosfolipidelor corespund fig Glicolipidele sunt reprezentate cu "capete" polare hexagonale suplimentare (cian) Se crede că colesterolul (neprezentat) este distribuit aproximativ egal peste monostraturi Asimetria lipidelor este importantă din punct de vedere funcțional, în special pentru transformarea semnalelor extracelulare în cele intracelulare (vezi capitolul ) Multe proteine citoplasmatice se leagă de "capete" lipidice specifice din monostratul citoplasmatic al stratului dublu lipidic Enzima protein kinaza C (Protein Kinaza C, PKC), de exemplu, este activată ca răspuns la diferite semnale extracelulare Se leagă de suprafața citoplasmatică a membranei plasmatice, unde este concentrată fosfatidilserina încărcată negativ necesară activității sale În alte cazuri, "capetele" lipidelor trebuie mai întâi modificate pentru a crea locuri de legare a proteinelor la o anumită locație și moment Fosfatidilinozitol, de exemplu, este una dintre lipidele minore concentrate în monostratul citoplasmatic al membranelor celulare Diverse lipide kinaze pot adăuga o grupare fosfat în anumite poziții ale inelului inozitol, creând locuri de legare pentru anumite citoplasme Bistrat lipidic proteine membranare Unul dintre cele mai importante exemple de astfel de lipide kinaze este fosfoinozitide- -kinaza (Phosphoinositide- -kinaza, РІЗ-kinaza), care este activată ca răspuns la semnalele extracelulare și promovează migrarea anumitor proteine de semnalizare intracelulare la suprafața citoplasmatică a membrana plasmatică (Fig , a ) Lipidokinazele similare fosforilează fosfolipidele inozitolului în membranele intracelulare și astfel facilitează migrarea proteinelor care controlează transportul membranar Există o altă modalitate de a transforma un semnal extracelular într-unul intracelular cu participarea fosfolipidelor Membrana plasmatică conține diverse fosfolipaze care sunt activate de semnale extracelulare și scindează anumite molecule de fosfolipide, creând fragmente din aceste molecule care acționează ca mediatori intracelulari de scurtă durată Fosfolipaza C, de exemplu, scindează fosfolipidul inozitol din monostratul citoplasmatic al membranei plasmatice cu formarea a două fragmente, dintre care unul rămâne în membrană și promovează activarea proteinei kinazei C, iar celălalt intră în citosol și provoacă eliberarea de Ca + din reticulul endoplasmatic (Fig și c ) Animalele folosesc asimetria fosfolipidelor membranelor plasmatice pentru a distinge celulele vii de cele moarte Când o celulă animală suferă apoptoză (o formă de moarte celulară programată discutată în capitolul ), fosfatidilserina, care se găsește în mod normal în monostratul citoplasmatic al stratului dublu lipidic al membranei plasmatice, este transferată rapid în monostratul exterior Fosfatidilserina de pe suprafața exterioară a celulei semnalează celulelor învecinate, cum ar fi macrofagele, că celula trebuie să fie fagocitată și digerată Se crede că translocarea fosfatidilserinei în celulele apoptotice are loc prin două mecanisme: Translocatorul de fosfolipide, care transportă în mod normal această lipidă din monostratul necitoplasmatic în monostratul citoplasmatic, este inactivat Se activează enzima scramblase, care transferă în mod nespecific fosfolipidele în ambele direcții dintr-un monostrat în altul Glicolipidele sunt situate pe suprafața tuturor membranelor plasmatice Moleculele lipidice care conțin zahăr - glicolipidele - sunt abundente în monostratul non-citoplasmatic al stratului dublu lipidic, iar distribuția lor în membrană este extrem de asimetrică În celulele animale, acestea sunt sintetizate din sfingozină, precum sfingomielina Aceste molecule interesante tind să se lege între ele parțial prin legăturile de hidrogen dintre zaharurile lor, parțial prin interacțiunile van der Waals dintre lanțurile lor lungi și drepte de hidrocarburi Glicolipidele formează adesea plute lipidice Motivul distribuției asimetrice a glicolipidelor în stratul dublu este adăugarea de grupări de carbohidrați la moleculele de lipide din lumenul aparatului Golgi Astfel, compartimentul în care sunt sintetizate este echivalent topologic cu mediul exterior al celulei (vezi capitolul ) După livrarea glicolipidelor în membrana plasmatică, grupele lor de carbohidrați sunt localizate pe suprafața celulei (vezi Fig ), unde joacă un rol important în interacțiunea celulei cu mediul său Aparent, glicolipidele se găsesc în toate membranele plasmatice ale celulelor animale, unde reprezintă aproximativ % din toate moleculele de lipide din stratul exterior semnal extracelular deși- P = O proteina receptorului activat fosfolipid inozitol fosforilat pV p citosol transmiterea semnalului PI -kinaza activată proteină de semnalizare intracelulară atașată oh oh O -P \u d O o -P \u d O A A) n s - sn - sn eu n zona decolorata <?<?<?<?<? DECOLORARE CONTINUA Orez Măsurarea vitezei de difuzie laterală a unei proteine membranare prin metode de fotoalbire Proteina de interes poate fi exprimată ca parte a unei proteine himerice verde fluorescentă (GFP) care fluoresce de la sine, a) În metoda FRAP, moleculele fluorescente sunt albite într-o zonă mică cu un fascicul laser Intensitatea fluorescenței este restabilită pe măsură ce moleculele albite difuzează în afara zonei iradiate și moleculele nealbite difuzează în ea (vezi de sus și laterale prezentate aici) Difuzivitate este calculată din graficul vitezei de recuperare: cu cât difuzivitatea proteinei membranei este mai mare, cu atât recuperarea este mai rapidă, b) În metoda FLIP, o zonă mică a membranei este iluminată în mod constant și fluorescența este măsurată într-o altă zonă Fluorescență în a doua zonă scade continuu pe măsură ce moleculele fluorescente este lăsată, iar moleculele albite intră în ea În cele din urmă, toate moleculele fluorescente vor fi albite, cu condiția să fie mobile și să nu fie ancorate în citoschelet sau matrice extracelulară 